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L’étude des réaciions biochimiques, produites dans les tissus 
envahis par les microbes, a été considérée pendant longtemps 
comme une spéculation théorique plutdt qu’un sujet de pathologie 
expérimentale. De nombreux obstacles techniques s’opposaient 
a la réalisation d’une recherche de ce genre, en premier leu 
Vimpossibilité d’individualiser les constituants microbiens au 
cours de leur dispersion dans l’organisme infecté. Le marquage 
par les colorants vitaux de microbes entiers a été voué a l’échec 
jusqu’a présent; peut-étre la méthode du couplage aux corps 
fluorescents pourra-t-elle apporter de meilleurs résultats. ‘Les 
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seuls procédés indirects par lesquels il est possible de poursuivre 
une étude dans ce domaine tiennent des techniques bactériolo- 
giques, 4 savoir: l’étude de la multiplication des microbes dans 
les tissus infectés ou celle des modifications tissulaires produites 
par cette présence microbienne. Dans ce dernier chapitre, des 
progrés considérables ont été récemment apportés par la micro- 
cinématographie en contraste de phase. Mais cet élégant procédé, 
outre l’appareillage cotteux qu il nécessite, ne donne pas 
d’informations sur la nature chimique des processus étudiés. 

L’introduction des isotopes radioactifs en microbiologie,a cons- 
litué un progrés considérable dans l’étude de ce mécanisme. Les 
microbes ne sont pas marqués comme un tout, mais plus spécili- 
quement dans les divers atomes qui entrent dans la constitution 
des métabolites microbiens. Ainsi les réactions chimiques aux- 
quelles participent les atomes marqués sont rendues visibles ; 
il va sans dire que l'étude de ces réactions chimiques est la 
premiére condition de la compréhension du syndrome biochimique 
de V infection. 

Si la microbiologie a largement utilisé les corps marqués dans 
l’étude des microbes in vitro [4, 2], par contre, la littérature est 
assez pauyvre en publications concernant des recherches in vivo. 
ie parmi les premiers travaux celui de Ely {8} qui a marqué 

1 **P le staphylocoque doré et Escherichia coli. La dispersion 
he ces microbes marqués a été étudiée chez le rat aprés injection 
intrapéritonéale ; la plus grande radioactivité a été trouvée dans 
le foie et lintestin trente minutes aprés l’injection. 

Des champignons de diverses espéces ont été marqués au "1 
par Pearson et collaborateurs [4]; une étude préliminaire de leur 
dispersion chez le rat a été faite, sans apporter des résultats 
significatifs. Dans le domaine des virus, il faut mentionner Je 
travail de Libby et Madison {5] avec le virus de la mosaique du 
tabac marqué au **P. Une injection par voile sous-cutanée chez 
Ja souris a permis aux auteurs de détecter environ 60 p. 100 de 
Ja radioactivité injectée dans le foie et la rate de l’animal ; 
plus, Ja demi-vie biologique du virus a été estimée A 2,3 jours. 

Enfin, des Mycobactéries ont été marquées au radiophosphore 
par plusieurs auteurs [6, 7, 8, 9, 10, 41, 42]. Strém et Rudback [8] 
ont marqué du BCG et Mycobacterium tuberculosis hominis 
(Ravenel et H37Rv) au *’P ; ils en ont ensuite injecté des doses 
variables au cobaye et apprécié la dispersion des microbes 
marqués en mesurant la radioactivité des organes prélevés a des 
délais variables (quatre a quarante-huit heures aprés injection). 
Le maximum de radioactivité a été trouvé dans les ganglions 
lymphatiques, puis dans la rate et le poumon. 

Une injection faite avec du BCG marqué chez un enfant a 
permis 4 Strém et Widstrom [43] de tirer des conclusions sur 
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la vitesse de dispersion des microbes marqués. Le maximum de 
radioactivité a été détecté 4 18,5 cm du point d’injection, dix 
minutes aprés injection des microbes marqués. 

Desbordes, Bonét-Maury et Deysine [44] ont apporté des résul- 
tats intéressants concernant la dispersion de Mycobacterium 
tuberculosis marqué au **P. Des cobayes ont été injectés avec 
30 mg (poids humide) de Mycobacterium tuberculosis — sou- 
che DS — et la radioactivité de différents organes (foie, rate, 
rein, poumon et point d’inoculation) a été mesurée ; le nombre 
de microbes dispersés a été déduit de Vactivité des échan- 
tillons mesurés. Les auteurs vérifient ainsi par la technique des 
microbes marqués le fait connu de la rapide dissémination des 
microbes tuberculeux aprés inoculation sous-cutanée chez le 
cobaye. Ils démontrent aussi l’accélération de cette dissémination 
apres administration d’hyaluronidase. 

Pasquier et Kurylowycz [415] s’adressent au **C comme élément 
marqueur, mis sous forme d’acétate radioactif dans le milieu de 
culture. Ils apprécient ainsi la distribution de la radioactivité du 
bacille tuberculeux bovin injecté (0,25 mg) a des souris préala- 
blement vaccinées avec des souches différentes de BCG. ‘La radio- 
activité tissulaire des souris vaccinées est 3 A 4 fois plus élevée 
que celle des témoins. 

Spiess et Poppe [47] marquent des microbes virulents au **P 
et étudient ensuite leur dispersion aprés inhalation ou injection 
intraveineuse. Les microbes inhalés se localisent de préférence 
dans le lobe moyen pulmonaire du lapin ou cobaye; c’est le 
poumon qui montre la plus grande radioactivité une heure aprés 
injection intraveineuse ; les autres organes (foie, rale, os) aug- 
mentent leur activité seulement quarante heures aprés injection. 
Dans un autre travail, les mémes auteurs [47] comparent la vitesse 
de dispersion du BCG marqué, en vaccinant des cobayes par 
searification ou par injection sous-cutanée. Vu la différence de 
masse de bacilles administrés par ces deux méthodes, la différence 
de 30 p. 100 entre les deux procédés semble insignifiante aux 
auteurs qui concluent que les deux méthodes sont équivalentes du 
point de vue de la dispersion microbienne. 

Ces recherches, si intéressantes qu’elles soient, présentent une 
particularité qu’il faut souligner. Le fait qu’on détecte de la 
radioactivité dans un tissu ne signifie pas forcément que cetle 
radioactivité est liée a un microbe, ni que celui-ci est vivant. 
La radiation est une caracléristique de Visotope qui facilite la 
détection de l’atome marqué dans Vintérieur d’une molécule, 
celle-ci étant a son tour intégrée dans une unité biologique 
(cellule, tissu ou microorganisme). Les caractéres physiques de 
la radiation ne changent pas, indépendamment des modifications 
chimiques subies par la molécule qui transporte V isotope, ou des 


536 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


modifications biologiques des cellules contenant les molécules 
marquées. Dans le schéma suivant, il est visible que les caracté- 
ristiques des radiations béta émises par le **P sont identiques 
dans A et B, bien que les constituants chimiques soient comple- 
tement différents (A : nucléoprotéines, B : phosphates minéraux) ; 
de méme, les radiations béta du microbe dans (A) sont identiques 
a celles du leucocyte qui a phagocyté et digéré le microbe dans 
(B) {fig. 1]. 

Ce fait impose des contrdles supplémentaires aux niveaux 
chimiques et biologiques afin d’interpréter correctement les 


Fic. 1. — La radiation détectée dans les deux cas est identique (étape I, physique) 
mais le 32 P des nucléoprotéines du microbe a été transféré dans les phosphates 
minéraux du globule blanc (étape II, chimique et III, biologique). 


résultats obtenus par les techniques purement physiques, a savoir : 
la mesure de la radiation. Ceci complique peut-étre la méthode 
tadiobiologique, mais, en revanche, la valeur des résultats obtenus 
justifie largement le surplus de travail. 


Dans l’analyse des erreurs possibles rencontrées au cours des 
trois élapes successives susmentionnées, nous allons laisser de 
coté les erreurs physiques, communes a toutes les recherches 
avec les isotopes radioactifs et prises en considération dans le 
calcul des activités spécifiques. 

_Le controle des facteurs chimiques doit comporter en premier 
lieu analyse des réactions d’échange. La labilité de certaines 
liaisons intramoléculaires peut rendre possibles des échanges 
passifs entre l’atome marqué et des atomes identiques des molé- 
cules environnantes, sans qu’aucune réaction chimique propre- 
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ment dite se produise au niveau de la molécule [48]. Ainsi est-il 
possible que la radiation détectée se trouve dans une structure 
moléculaire différente de celle ot isotope se trouvait au début 
et qui était la seule intéressante du point de vue biologique. Des 
erreurs d’interprétation peuvent ainsi se produire si le phénoméne 
nest analysé et réduit au minimum. Ceci est d’ailleurs pris en 
considération par les chercheurs avertis et l’analyse des condi- 
tions de croissance du BCG marqué au **P par Tubiana, Costil 
et Drouhet [9] en est un exemple. 

Il faut ensuite mentionner la différence de conception entre la 
biochimie classique et Ja radiobiochimie. Si la conception de 
« turnover » introduite par les isotopes radioactifs a révolutionné 
certaines notions bien établies, elle a imposé en méme temps un 
remaniement des méthodes analytiques employées en biochimie. 
Nous ne pouvons discuter ici la corrélation possible entre la 
vitesse de turnover de certains constituants microbiens et la parti- 
cipation possible de ces mémes constituants au processus infec- 
tieux ; les données expérimentales sont insuffisantes pour aborder 
un probléme de cette ampleur. Il en ressort une nécessité absolue 
de connaitre la constitution chimique du microbe que l’on veut 
marquer {48], Un exemple illustrera micux ce point de vue: i 
est assez facile de marquer le BCG avec du radioiode, qui se 
fixe a la fois sur les acides gras non saturés et sur les proléines 
du microbe. Mais il faut connaitre la proportion de ces consti- 
tuants ainsi que leur localisation respective dans la cellule micro- 
bienne, afin de comprendre les résultats d’une expérience faite 
avec des microbes marqués au radioiode et injectés a l’animal. 
La destinée métabolique du radioiode libéré par le microbe sous 
forme minérale est complétement différente de la voie de disper- 
sion des microbes marqués et morts, mais dont l’isotope est fixé 
a la cellule [49]. 

Mais si les conditions chimiques peuvent étre contrdlées plus 
ou moins facilement, en y adaptant la technique nécessaire, par 
contre, les données biologiques sont loin d’étre résolues en radio- 
microbiologie. 

Un point est pourtant facile 4 déterminer : il s’agit de la diffé- 
rence a faire entre l’isotope intégré dans les constituants chi- 
migues du microbe et l’isotope adsorbé physiquement a la surface 
du microbe. Un lavage soigneux avec une solution appropriée 
peut enlever pratiquement toute la partie adsorbée a4 la surface 
et ne laisser que l’isotope chimiquement intégré dans la cellule 
microbienne [42]. 

Par contre, aucune méthode physique ou chimique ne saurait 
différencier une masse de nucléoprotéines cristallisées dans un 
tube a essais, de la méme quantité de nucléoprotéines, mais cette 
fois douées de vie et intégrées dans une cellule vivante. Seules 
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les méthodes biologiques permettent d’identifier un microbe 
vivant ou mort, et surtout de connaitre les manifestations si 
complexes de l’interaction microbe-organisme envahi. 

Ce sont ces considérations qui nous ont guidés au cours de 
ce travail. 


Notre probléme, la dispersion du BCG marqué chez le cobaye, 
a été précédé par une étude in vitro sur le comportement de 
Mycobacterium phlei et du BCG en présence de *?P introduit 
sous forme minérale dans le milieu de culture [42]. Les résultats 
ont fait objet de plusieurs publications, aussi nous bornerons- 
nous A mentionner seulement les principales conclusions : 

1° La concentration optimum de *?P, que l’on peut introduire 
dans le milieu de culture sans produire des effets nocifs visibles 
sur le microbe, se place entre 20 et 100 microcuries par milli- 
litre de milieu de culture. Ceci a d’ailleurs été confirmé par 
Tubiana [9]; Bonét-Maury [44] emploie des doses plus fortes, 
jusqu’a 150 microcuries par millilitre, sans avoir d’ailleurs noté 
des effets nocifs. Il est vrai que, dans la dose initiale d’isotope 
introduite dans le milieu de culture, il faut tenir compte de deux 
variables, savoir: la vitesse de croissance du microorganisme 
étudié et la période de vie de Visotope employé [42]. Le *’P se 
préte assez bien a la culture des Mycobactéries, quant 4 ces deux 
eriléres ; Sa période de vie est proportionnée a la courbe de 
croissance de ces deux microbes. 

2° Les microbes marqués adsorbent 4 leur surface une quantité 
de °*P, qui, sans toutefois étre considérable, peut nuire a la 
précision expérimentale ; ceci surtout dans les cas de leur injec- 
lion ultérieure 4 l’animal. L’isotope adsorbé peut facilement étre 
éliminé aprés 3 ou 4 lavages a leau distillée ou du_ phos- 
phate M/1 000. Approximativement, 98,0 4 99,0 p. 100 du radio- 
phosphore adsorbé peuvent étre éliminés par ce procédé. Dernié- 
rement, nous avons employé avec succes les échangeurs d’anions 
(Amberlite IRA-400), qui ont Vavantage de diminuer le nombre 
de lavages et centrifugations successifs. 

3° Une réaction d’échange se produit entre les phosphates miné- 
raux intégrés dans le microbe et ceux du milieu de culture. Elle 
ne peut étre évitée dans les conditions expérimentales présentes, 
mais elle ne dépasse pas un maximum de 5 p. 100 du taux du 
**P intégré dans le microbe. Le taux de cette réaction d’échange 
doit étre considéré comme un facteur d’erreur dans les recherches 
in vivo dont il faudra tenir compte dans l’appréciation des 
résultats. 

4° Les microbes chauffés une heure a 60° C ont une réaction 
d’échange beaucoup plus importante, probablement a la suite de 
la dénaturation de la maille colloidale microbienne et la mise en 
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liberté d’une quantité plus grande de phosphates minéraux. Ceci 
confirme encore une fois les constatations de Tubiana, qui a 
étudié des microbes chauffés a 100° C, et a constaté dans ces 
conditions une réaction d’échange beaucoup plus importante. 

5° Parmi les constituants phosphorés de Mycobacterium phlei, 
les phospholipides ont une vitesse de synthése plus accentuée que 
les autres constiluants (acide désoxyribonucléique et phosphates 
acido-solubles). Ce fait est plus accentué chez le BCG, peut-étre 
a cause de la proportion plus importante de phospholipides de 
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Fic. 2. — Comparaison entre la numération par dilutions successives des unités 
microbiennes viables, et la mesure de la radioactivité d’une suspension de BCG 
marqué au °2P. 


ce dernier microbe [20]. I] faut quand méme mentionner que des 
variations dans la proportion de graisses dans certaines souches 
de Mycobacterium phlei peuvent donner des résultats diffé- 
rents [24]. 

6° Dans l’appréciation du nombre des microbes injectés dans 
une expérience in vivo, il n’est pas avantageux de remplacer la 
numération microbienne (telle que faite par spectrophotométrie, 
turbidimétrie ou dilutions successives et numération des colonies) 
par la mesure de la radioactivité des cultures microbiennes ; ceci 
est surtout valable quand les quantités de microbes a injecter sont 
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petites. Des essais dans ce genre ont été faits en 1948 par Kaplan, 
Traum et Bankowski [7] avec des conclusions en faveur de la 
mesure par néphélométrie. Dans nos recherches, la correspon- 
dance entre les valeurs obtenues par néphélométrie ct par mesure 
de radioactivité est bonne seulement quand le nombre de microbes 
dépasse 5 x 10°; au-dessous de cette concentration microbienne, 
la sensibilité de la méthode biologique des dilutions successives 
et numération des colonies l’emporte sur celle de la méthode 
radiobiologique, car il est possible, du moins en théorie, de 
compter quelques unités microbiennes, fait impossible avec lcs 
compteurs les plus sensibles a l'état actuel (fig. 2). 


METHODES EXPERIMENTALES. 


1° Préparation du BCG marqué au *?P. — Un milieu de Dubos 
(100 ml), contenant 40 microcuries **PO,Na,H par millilitre, est 
ensemencé avec 0,3 ml d’une suspension de BCG agé de 7 jours. 
La quanlité totale de milieu utilisée dans une expérience est habi- 
tuellement de 4 flacons, avec une activité totale de 16 000 micro- 
curies. La culture obtenue en sept jours est centrifugée et lavée 
trois fois suivant les critéres précédemment établis, en vue d’éli- 
miner le phosphore adsorbé a la surface microbienne. La culture 
donne dans ces conditions une quantité assez constante de BCG 
marqué, environ 1 mg poids sec par 10 ml de milieu, avec un 
taux de *?P de 9 a 11 microgrammes par milligramme-microbes 
et une activité de 130 000 a 160 000 coups de *?P/mg. Ce dernier 
chiffre a été obtenu avec un compteur de Geiger cloche A fenétre 
de mica de 2 mg/cm? ; bien que ce systéme assure une efficacité de 
10 a 15 p. 100 de la totalité des rayons béta émis, sa limite infé- 
rieure de sensibilité a été une source sérieuse de difficultés lors 
de la mesure de la radioactivité tissulaire. Les expériences sui- 
vantes ont été faites avec des compteurs du type « Windowless 
flow counter » gui assurent une efficacité 4,5 aA 5,0 fois 
(moyenne 4,75 pour le **P) plus grande que celle du type cloche. 
Le rapport d’efficience entre les deux compteurs ayant été 
maintes fois contrdlé, les résultats peuvent étre interconvertis, 
en tenant compte du susdit facteur de conversion. Il faut remar- 
quer que le rendement en microbes marqués est assez faible : 
tout au plus 1 4 3 p. 100 de la quantité totale d’isotope mise 
dans le milieu de culture sont incorporés dans les microbes. 
Ceci est dd au fait que le phosphate minéral du milieu de culture 
— et implicitement le radiophosphate — a un double rdle, a la 
fois de tampon et de fournisseur de matériel nutritif pour le 
microorganisme. La masse de phosphate nécessaire pour main- 
tenir le pH du milieu dépasse largement celle incorporée dans 


DISPERSION DU BCG MARQUE CHEZ LE COBAYE 541 


les microbes. Basé sur ce raisonnement, nous avons mis au 
point un milieu de culture adapté aux recherches faites avec 
le radiophosphate ; la quantité de phosphate a été calculée dans 
les limites de celle nécessaire a la croissance, tandis que le tampon 
phosphaté a été remplacé par un autre systéme ne contenant pas 
de phosphore (Sigma 7-9). Ce procédé a permis l’augmentation 
du rendement du **P de 2-3 p. 100 a 94 p. 100 pour E. coli et 
a 65 p. 100 pour le BCG. Des expériences sont en cours en vue 
d’augmenter ce dernier rendement [22]. 

2° Etude de la dispersion des microbes dans les tissus. — Une 
suspension microbienne correspondant a 1,5 mg poids sec et une 
activité totale moyenne de 1 000 000 A 1 200 000 coups/100 secon- 
des (valeur obtenue dans le compteur WFC) est injectée par vole 
sous-cutanée profonde (cuisse) 4 un cobaye de 500 g (poids au 
début de l’expérience). Quatre a huit animaux sont employés par 
expérience, 18 expériences ayant été faites jusqu’aé présent, avec 
un total de 108 animaux. Les animaux sont placés dans des cages 
a métabolisme et sacrifiés a des intervalles s’échelonnant entre 
quarante-huit heures et quinze jours aprés linjection. Le foie, 
la rate et le poumon sont prélevés stérilement, broyés dans un 
mortier avec une solution de fraction V d’albumine sérique 
(2 p. 100). La suspension du broyat est inoculée sur plaques de 
milieu de Dubos gélosé. Les plaques sont maintenues a 37° C 
pendant quatre semaines, ensuite les colonies sont comptées et 
les unités viables de BCG sont ainsi calculées par rapport au 
gramme de tissu. 

La mesure de la radioactivité est parallélement faite sur Je 
méme liquide de suspension microbienne provenant du broyat de 
tissu. La numération directe faite sur le liquide de broyage des- 
séché a été comparée a celle du méme liquide, mais aprés miné- 
ralisation au mélange sulpho-perchlorique, en vue d’apprécier 
Verreur due a la self absorption du rayonnement dans les résidus 
tissulaires se trouvant dans la suspension. La différence entre 
ces deux mesures ne s’est pas montrée significative, aussi les 
mesures ultérieures ont-elles été faites seulement sur le liquide 
desséché. Un contréle supplémentaire a été fait sur le tissu 
résiduel du broyat, afin de mesurer la quantité de radioactivité 
retenue dans le tissu non mis en suspension. Quand le broyat est 
soigneusement fait, presque toute l’activité se retrouve dans le 
liquide surnageant. Ainsi, l’erreur due a la rétention d’activité 
dans la fraction insoluble peut étre considérée comme négligeable. 

Des mesures ont été faites dans le pus des abcés d’inoculation 
quand ceux-ci se produisaient. Au début, une quantité aliquote 
de pus était diluée a l’eau physiologique ; des numérations micro- 
piennes ainsi que des mesures de radioactivité étaient faites sur 
cette dilution et les résultats finaux rapportés par millilitre de 
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pus. Mais ce procédé ne donnait pas une image quantitative 
complete, car il supposait que la masse de pus était uniforme 
pour tous les animaux, ce qui est loin d’étre le cas ; en effet, la 
masse de collection purulente n’est nullement reliée au nombre 
de microbes injectés, mais a l’ensemble de réactions inflamma- 
loires spécifiques et non spécifiques de chaque animal. Ausst 
avons-nous choisi comme procédé la dissection de l’abcés et son 
broyage dans l’eau, tout comme pour les autres tissus. Ceci 
implique une autre erreur, celle de la radioact:vité des tissus 
environnants (muscle et tissu conjonctif), mais le coefficient 
derreur est moins important que dans le premier cas. 

Les ganglions lymphatiques collecteurs de la région injectée 
(inguinaux gauches) ont été disséqués dans quelques expériences 
seulement, aprés mise en évidence par injection préalable d’encre 
de Chine. Comme Jlinjection de BCG est loin de provoquer 
l’engorgement ganglionnaire que l’on obtient avec les microbes 
virulents, nous avons renoncé au prélévement systémaltique des 
ganglions lymphatiques dans cette série d’expériences. 

3° Contréles. — En vue de répondre aux critéres que nous 
avons formulés au début de cet article, nous avons établi des 
contréles aux trois échelons sus-mentionnés : physique, chimique 
et biologique. Le contréle physique est identique pour chaque 
recherche en radio-microbiologie et il a été exposé en détail dans 
Particle précédent dans cette revue, ainsi nous n’y reviendrons 
pas. 

‘Le contrdle biologique est la base méme de ce travail, il se 
réduit 4 l’ensemencement et a la numération des colonies qui en 
résultent. Sa réponse est univoque, indiquant seulement la pré- 
sence ou l’absence des microbes vivants dans un tissu ; quant aux 
microbes morts, il n’y a pas de contréle biologique ou chimique 
qui puisse indiquer avec certitude la présence d’un microbe 
marqué mort ou seulement d’un de ses produits de catabolisme 
ou de désintégration. 

Le contréle chimique découle de ce que nous venons de men- 
tionner. En effet, un contréle complet devrait étudier la distri- 
bution dans les tissus du cobaye des constituants phosphorés du 
BCG (phosphates minéraux, phospholipides et nucléoprotéides). 
kn outre, ces constituants devraient étre injectés sous forme 
dune quantité égale de BCG non marqué, afin de contréler 
action possible que la surinfection microbienne pourrait avoir 
sur la distribution tissulaire de ces constituants. 

Tous ces contrdles ont été faits, mais l’ampleur de cette nou- 
velle expérience dépasse les limites que nous nous sommes 
imposées pour cet article. Ainsi, seuls les résultats obtenus avec 
injection de microbes chauffés et de phosphate minéral seul ou 
avec du BCG non marqué seront exposés dans cet article, le 
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reste faisant l’objet d’un autre, traitant des modifications dans 
le métabolisme du phosphore chez le cobaye vacciné au BCG [23]. 

4° Interprétation des résultats. — Tous les résultats sont 
ramenés, au début de l’ensemencement du milieu de culture avec 
le BCG, considéré comme temps zéro (To). 

Réactions d’échange. — Le calcul de l’erreur due A la réaction 
d’échange in vivo a été appliqué de la maniére suivante : 

Soit 1 mg en poids sec de BCG, mesurant 133 600 coups, et 
injecté a un cobaye de 500 g ; 

La réaction d’échange maxima appréciée in vitro est estimée 
a5 p. 100 de l’activité injectée ; elle sera donc : 

133 600 x 0,05 : 6680 coups/gramme. 

En admettant une distribution uniforme dans tous les tissus 
de l’organisme, l’on peut estimer par gramme de tissu : 

E/g tissu : 6 680/500 : 13,4 coups/gramme. 

Cette valeur hypothétique doit étre ajoutée au mouvement 
propre du systéme de mesure de la radioactivité et seules les 
valeurs dépassant ce nouveau mouvement propre doivent étre 
prises en considération. 

Il faut remarquer que le calcul fait ici est hypothétique, car 
les réactions d’échange varient beaucoup avec les conditions 
expérimentales et parfois sont beaucoup moins importantes que 
le 5 p. 100 ici mentionné. En outre, nous avons supposé une 
répartition homogéne du phosphate d’origine microbienne, ce qui 
est loin d’étre le cas: le phosphate minéral libéré des microbes 
par échange ou par mort bactérienne se comporte comme 
nimporte quel autre phosphate minéral d’origine métabolique 
ou alimentaire. Il s’intégre dans le « metabolic pool » du phos- 
phate et il se répartit dans les tissus qui se trouvent dans sa 
voie métabolique. Il y aura forcément des tissus ayant une 
concentration plus forte en *!P et implicitement en *’P ; ceci est 
un argument de plus en faveur de la comparaison avec le contréle 
injecté au *?P. 

Encore faut-il démontrer que les réactions d’échange in vivo 
sont identiques a celles constatées in vitro, ce qui n’a pas été 
encore fait. 

En résumé, l’analyse des réactions d’échange donne seulement 
le seuil inférieur au-dessous duquel les valeurs de l’activité 
mesurées ne sont plus significatives. Pour simplifier le calcul, 
lon prend comme significatives seulement les activités qui 
dépassent le nouveau mouvement propre établi d’aprés le calcul 


indiqué plus haut. 


RApPorT ENTRE L’ACTIVITE TISSULAIRE ET LE NOMBRE DE MICROBES 
vivants. — En principe, la quantité d’isotope transportée par 
microbe doit rester inchangée si le microbe ne fait aucun échange 
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— actif ou passif — dans l’organisme. Mais cette simplification 
des résultats n’est que rarement conforme a la réalité ; nous 
avons vu que, dans le méme tissu, peuvent se trouver a la fois 
des microbes vivants, des microbes morts, de méme que les 
constituants chimiques produits par le catabolisme des microbes 
vivants ou la désintégration des microbes morts ; ces deux der- 
niers constituants marqués ont repris la voie métabolique propre 
du constituant chimique correspondant. 

Afin d’avoir un indice plus conforme au phénoméne que nous 
examinons, A savoir: la dispersion microbienne, nous avons 
établi une nouvelle unité radiobiologique désignée par le terme 
activité spécifique microbienne (ASM). Cette unité est repre- 
sentée par le rapport entre la quantité tolale de **P par échan- 
tillon de tissu et le nombre d’unités microbiennes viables (nombre 
de colonies obtenues aprés ensemencement du broyat de ce méme 
tissu). 

Supposons que le foie d’un cobaye contienne 125 unités micro- 
biennes viables par gramme et que la radioactivité au temps 
zéro soit 500 coups/gramme. La ASM sera done : 500/125 
= 4 coups/microbe. 

L’activité spécifique microbienne est done définie par Ja quan- 
tité de phosphore radioactif qui est intégrée dans chaque unité 
microbienne viable; elle doit rester inchangée dans les tissus ot 
sa localisation coincide avec celle des produits du catabolisme 
microbien, Elle n’est pas encore un indice absolu de la présence 
des microbes vivants dans les tissus, mais elle permet de serrer 
la réalité de plus prés. 


R&ESULTATS OBTENUS. 


1° AcTION DE LA RADIATION SUR LE BCG, — Les mémes contréles 
qui ont été faits lors de l’étude de Mycobacterium phlei marqué 
au *?P ont été répétés ici. Il faut noter que la dose de *?P 
employée (40 microcuries par millilitre de milieu de culture) ne 
provoque pas de changements visibles dans le comportement 
in vitro du microbe. Il faut quand méme mentionner que l’aspect 
au microscope électronique du BCG obtenu en culture en présence 
de 4000 microcuries (100 ml au total avee 40 microcuries par 
millilitre) est légérement différent de celui du BCG non radio- 
actif. Les quelques photos représentées sont données seulement 
a titre d’exemple, sans intention d’interpréter pour l’instant cette 
différence d’aspect (fig. 3 et 4). Nous avons eu l’occasion de cons- 
tater des images semblables lors de l’examen de Mycobacterium 
phlei, sans pouvoir rapporter ces images 4 une modification dans 
la structure chimique du microbe. 

Quant a la comparaison entre la numération des microbes 
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faite par la technique classique et celle de la mesure de I’ activité, 
nous avons montré au chapitre précédent l’avantage net de la 
méthode de la numération par ensemencement quand il s’agit de 
quantités de microbes marqués dont la radioactivité se trouve 
voisine du mouvement propre au systéme de comptage. Pour les 
masses importantes microbiennes, la mesure directe de l’activité 


| 


Fic. 3. — BCG marqué au 32P; culture de douze jours sur Sauton. 
Image au microscope électronique ; grossissement 8 000 fois (M. R. Gagnon, I.M.H.). 


pourrait remplacer le dosage néphélométrique, mais ici encore, 
il faut faire attention 4 la quantité d’isotope adsorbée a la surface 
du microbe, celle-ci pouvant donner lieu a des erreurs considé- 
rables. 

Un dernier mot au sujet de l’action de la radiation béta sur le 
comportement du BCG. La preuve la plus absolue de Vinnocuité 
de la radiation sur les caractéristiques biologiques du BCG aurait 
été la vaccination de l’animal avec des microbes marqués et la 
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comparaison avec le pouvoir vaccinant de la méme quantité de 
microbes témoins. Le temps requis pour cette épreuve étant trop 
long, nous avons laissé de cdté ce contrdle dans cette seéric 
d’expériences. 

D’ailleurs, les travaux de Spiess et Poppe semblent montrer 


Fic. 4. — BCG non marqué. Culture de douze jours sur Saulon. 
Image au microscope électronique ; grossissement 8 000 fois (R. Gagnon). 


que le BCG marqué se comporte de la méme facon que le BCG 
normal, du moins en ce qui concerne sa dispersion [47]. 


2° DoNNEES RADIOCHIMIQUES SUR LE BCG marourk au 92P. — Ce 
chapitre a fait l’objet d’une publication séparée par Sternberg et 
Portelance (1955); nous nous bornerons a mentionner dans cet 
article les résultats essentiels de leur travail. 

L’extraction des lipides du BCG a été faite suivant la technique 
d’Anderson [24} et, derniérement, celle d’Asselineau [25]. Le 
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microbe, obtenu en voile sur un milieu de Sauton avec 40 micro- 
curies au millilitre, a été mis en contact pendant sept jours avec 
un mélange d’ alcool- éther ; l’extrait lipidique a été fractionné et 
Vactivité epeaiique des différenies fractions mesurée. 

Dans le résidu délipidé, le dosage du phosphore total et du 
phosphore acido-soluble, ainsi que la mesure de la radioactivité 
des mémes fractions, ont permis d’établir le taux d’intégration 
du radio-phosphate minéral dans les trois constituants essentiels 
phosphorés : les phosphates acido-solubles, les nucléoprotéines et 
les phospholipides. 

Les résultats sont exposés dans la figure 5. 

A premiére vue, les résullats ne semblent pas différents de 


CIRES BCD 
ee — 


POLYSACCHARIDE: 


Constituants chimiques Radioactivité 


Fic. 5. — Répartition des phospholipides marqués dans le BCG. - 


ceux obtenus avec Mycobacterium phlei, a part une augmentation 
des phospholipides marqués dans le BCG. Il faut aussi remar- 
quer que le phosphore minéral est diminué par rapport & Myco- 
bacterium phlei; toutefois, comme les examens chimiques de 
Mycobacterium phlei ont été faits exclusivement sur le micro- 
organisme obtenu en milieu de Dubos, il n’est pas possible de 
faire une comparaison absolue avec les données obtenues pour le 
BCG aprés culture sur Sauton. 

En rapportant au milligramme poids sec de BCG, la détermi- 
nation des constituants non marqués du microbe, nous avons 
obtenu les résultats suivants : 

Les résidus délipidés du microbe constituent approximati- 
vement 80 p. 100 de la masse totale microbienne séche. 

Les polysaccharides non liés aux nucléoprotéines titrent environ 

5 p. 100 (exactement 4,74 p. 100) de la totalité du poids sec. 

Enfin, les lipides libres constituent de 10 a 14 p. 100 de la 
masse microbienne séche, pour une culture de douze jours sur 
Sauton. I] faut mentionner que cette proportion peut varier sul- 
vant le mode d’extraction, qui ne doit pas étre trop violent, afin 
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de laisser les lipides liés dans les résidus. Une extraction pro- 
bablement trop poussée a donné un pourcentage beaucoup plus 
élevé (21 p. 100 au lieu de 13 p. 100). 

Parmi les lipides libres, les phosphatides sont extraits en 
majeure partie avec les cires A (0,60 p. 100 du total, ou approxi- 
mativement 6 p. 100 des graisses totales). Une autre parte est 
extraile avec les cires B, C, D (au chloroforme) et ne titre qu'une 
faible partie des phospholipides. 

Le taux phosphoré des phosphatides du BCG est beaucoup plus 
faible que le taux théorique : 0,3 p. 100 du poids total du phos- 
pholipide. Il est vrai que l’on n’a pas poussé la purification 
jusqu’a la limite, ceci n’a pas été le but de ce travail. Nos 
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résultats confirment cependant les travaux antérieurs [25] qui 
assignent aux phospholipides d’origine microbienne un taux 
phosphoré plus bas que celui des phospholipides d’origine ani- 
male (4 p. 100 normalement). 

La répartition du radiophosphore par milligramme poids sec 
de BCG, représentée dans le deuxiéme cercle de la figure, est 
différente de la répartition du phosphore stable dans les mémes 
constituants. Le phosphore radioactif lié aux nucléoprotéines 
constitue presque 50 p. 100 de la tolalité du **P (48,9 p. 100), 
tandis que le phosphore minéral (extrait par lavage avec une 
solution 4 8 p. 100 d’acide trichloracétique, puis par Veau dis- 
tillée) conslitue 31,4 p. 100 de la totalité de Visotope intégré dans 
le microbe. Le phosphore lipidique des phosphatides extraits 
a Péther constitue 17,35 p. 100, celui extrait au chloroforme ne 
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tire que 2,27 p. 100. Une faible partie reste liée aux graisses 
acétono-solubles, probablement 4 cause de l’absorption de sur- 
face du radiophosphore minéral ou lipidique. 

En rapportant le taux de radiophosphore a la quantité de phos- 
phore stable de chaque constituant (fig. 6), c’est-d-dire en mesu- 
rant l’activité spécifique de chaque constituant phosphoré du BCG, 
on constate que les nombres d’atomes de phosphore radioactif 
rapportés au microgramme de phosphore stable (exprimés en 
coups/microgramme phosphore 31) différent considérablement 
dans les deux constituants majeurs : tandis que le rapport 22P/?!P 
est de 181 coups pour un microgramme de phosphore contenu 
dans les résidus délipidés, il monte a 67 400 coups par micro- 
gramme de phosphore lipidique, done une différence de vitesse 
d’intégration de 350 fois. Il est certain que cette valeur est trop 
forte a cause de l’erreur de dosage du phosphore dans une 
quantité trop faible de phospholipides (il faut 2 000 microgrammes 
de phospholipides purs pour obtenir la limite inférieure de sensi- 
bilité du dosage colorimétrique du phosphore — 20 wg —). Toute- 
fois, la différence considérable de vitesse d’intégration du *P 
dans les lipides par rapport aux autres constituants est un fait 
bien connu, et il a été constaté lors du travail sur Mycobacterium 
phlet {412}. 

La raison de cette vitesse d’intégration différente peut résider 
dans le réle important, protecteur et métabolique, des phospho- 
lipides dans l’organisme microbien. Il se peut que le microorga- 
nisme élabore en un premier temps une couche protectrice phos- 
pholipidique, 4 l’abri de laquelle puisse se faire |’élaboration plus 
lente des nucléoprotéines, sans danger pour la croissance du 
microbe. 


3° Dispersion pU BCG VIVANT DANS LES TISSUS DU COBAYE. 
RisuLTATS DE LA NUMERATION EN CULTURE APRES ENSEMENCEMENT. 
— Les résultats de la récupération en culture aprés ensemence- 
ment sont présentés dans les tableaux I et II ainsi que dans les 
figures 7 et 8. 

Note sur la représentation graphique des résultats. — Afin de 
ne pas charger le texte avec des tableaux numériques, nous avons 
reproduit ces derniers dans les cas seulement ow ils soulignaient 
les résultats avec plus de force que la représentation graphique, 
comme dans le cas de la récupération en subculture. Pour 'e 
reste, nous avons recouru a la représentation graphique, iden- 
tique dans tous les groupes expérimentaux. Chaque groupe expé- 
rimental est analysé dans deux tableaux, le premier donnant en 
bas, en colonnes, la concentration en valeur absolue par gramme 
de tissu, ainsi que les variations statistiques de cette concentration. 
La partie supérieure du tableau tente de suivre la dispersion des 


Annales de Uinstitut Pasteur, t. 90, n° 5, 1956. 37 


550 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Tavreau I. — Dispersion du BCG vivant chez le cobaye. 
Résultats de la récupération aprés ensemencement. 


MICROBES RETROUVES 


p- 100 


Organe ou tissu Moyerne relrouvée Logarithme de la dose injectée 


(4) Témoins) 
ls vale 89 250 000 7, 9303 44,62 
Point d'inoculation. )( 44 959 9008 143 37 0000)|(7,634 a 8,156)| (20,62 a 71,16) 
2 371 13766 0,001: 
(580 A 3 083) —-| (2,740 & 3,489)| (0,0003 a 0,0021) 
5 394 3, 7316 0.0027 


(1 479 & 46 050) (3,072 a 4,204)| (0,0043 a 0.0094) 
81 41,9074 0,00004 
(0 a 150) (0 & 2,176) (0 & 0,00025) 


(B) Vaccinés 
sil ae 63 508 000 7,8162 32, 15 
Point d'inoculation. }(43 473 900 a129 600 000)|(7,634 a 8,410)| (21,52 a 64,98) 
30,6 0,000045 
(0 a 0,00003) 
0,00004 
(0 & 0,00008) 
0, 9683 0, 000008 
(0 @ 4,699) | (0 a 0,000025) 


Moyenne de 42 animaux par groupe, pour le foie et la rate 48 animaux par 
groupe. La valeur moyenne donne le nombre de microbes totaux retrouvés par 
organe. La déviation standard n’a pas été présentée, étant donné les variations trop 
étendues d’un groupe expérimental (4 animaux) A un autre. 


Quantité totale de microbes injectés : Moyenne 200000000 microbes vivants, 


ou 1,6-1,7 mg poids sec microbes. La mesure a été faite par néphélométrie dans le 
premier cas. 


microbes in vivo et donne des résultats comparatifs entre les 
témoins pris comme 100 p. 100 et les vaccinés. La deuxiéme figure 
donne Jes mémes résultats, mais en rapportant les valeurs obte- 
nues au nombre initial de microbes radioactifs injectés, pris 
comme 100 p. 100 (le cercle entier). Dans le cas des données 
numériques radiobiologiques, nous n’avons pas présenté les 
tableaux numériques, qui seront d’ailleurs analysés en détail lors 
de la publication sur les déviations métaboliques au cours de 
infection tuberculeuse. 

La concentration microbienne dans les différents organes 
montre des valeurs si différentes, que la représentation graphique 
a été faite sur une échelle logarithmique : les colonnes noires et 
pointillées de la figure 7 (en bas) représentent la moyenne du 
logarithme du nombre microbien, les colonnes hachurées a droite 
donnent les variations statistiques de la moyenne, toujours en 
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logarithme. Le schéma du haut de la figure donne les mémes 
valeurs logarithmiques, mais dans l’épaisseur des colonnes, !a 
hauteur restant dans l’échelle arithmétique. Ainsi est-il possible 
de voir que la concentration au niveau du poumon est de 5 unités 
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Fic. 7. — Dispersion des microbes vivants. 
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Fic. 8. — Dispersion des microbes vivants. 


Résultats exprimés par rapport 4 la masse intiale injectée. 


logarithmiques plus faible que celle au niveau du point d’inocu- 
lation, et d’apprécier en méme temps l’effet de la vaccination sur 
cette concentration (11,4 p. 100 du témoin). 

Des essais ont été faits avec des microbes lavés 8 fois, au leu 
de 3 fois comme on le faisait d’habitude ; ceci a été fait surtout 
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en vue d’éliminer le radiophosphore labile, qui passe dans les 
eaux de lavage dans les 5 premiers lavages. Comme il est visible 
dans le tableau II, Je pourcentage des microbes vivants dans le 
foie et la rate ne varie pas, méme si le nombre absolu des 
microbes injectés varie. 


Tasreau Il. — Effet du lavage des microbes sur leur dispersion. 
Cobayes normaux injectés avec du BCG marqué lavé 3 fois et 
lavé 8 fois, puis remis en suspension dans l’eau distillée. 


ANIMAUX MICROBES INJECTES POINT D' INOCULATION 


415 000 000 10 550 000 653 525 
(lavés 3 fois) (f 600 000 & 24 000 000) | (250 & 4 460) | (343 ee 661) 
585 


$07 : 
(lavés 8 fois) (2 250 000 & 29 000 000) | (400 & 1 520) | (100 & 1 630) 


) 

8 oy) 
170 000 000 44 287 000 
| 


La concentration dans le foie et la rate est exprimée par organe entier, celle du 
point d’inoculation seulement par ml sécrétion. Le volume total de Vabces était 
de 10-11 ml appr. pour le premier groupe et de 6-7 ml dans le deuxiéme groupe. 


3} INTESTIN 


yf ~ = r , 

4° DISPERSION DES MICROBES MARQUES, DONNIKES RADIOBIOLOGIQUES. 
— Les résultats obtenus par la mesure directe de la radioactivité 
issulaire sont présentés dans les figures 9, 10 et 11. Les deux 
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e 


premicres figures sont la contre-partie radiobiologique des résul- 
tats microbiologiques représentés dans les figures 7 et 8. La 


Yip 
SQUELETE 
03% 


Témoins Vaccinés 


Fie. 10. — Dispersion des microbes vivants. 
Résultats exprimés en % de la quantité initiale injectée. 


Vari 
m«¢ IN 100% 


VW? Point q'inoculation Z 


Valeurs absolues. 
¢ Exprimées en log. 
~o 
2 
ae tel yooné § Teo vooné = TéMoN acon 

Microbes Point _d'inoculation __ Fore Rale Poumen 
Fic. 11. — Dispersion des microbes vivants. 


Mesure de J’activité spécifique microbienne. 


derniére figure (11) est la résultante de la superposition des deux 
données : la numération des éléments vivants et la quantité de 
radiophosphore contenu dans les mémes lissus examines du point 
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de vue de leur contenu en microbes vivants. C’est ce que nous 
avons nommé « Activité spécifique microbienne » et qui ne ressort 
pas si clairement dans les graphiques du bas de la figure, les 
différences étant exprimées dans les échelles logarithmiques. Par 
contre, les colonnes du haut expriment avec plus de force la 
différence considérable de V’activité spécifique microbienne entre 
les animaux vaccinés et les témoins. 

Il serait peut-étre utile de voir en méme temps les données 


Tasteau II]. — Calcul de Vactivité spécifique microbienne. Moyennes 
de quatre expériences homogénes, chacune portant sur 4 ani- 
maux vaccinés et 4 témoins, injectés avec la méme dose de 
BCG, environ 200 000 000 unités viables et mesurant une radio- 
activité de 1200000 coups/minute. Activité spécifique des 
microbes injectés = 1 200 000/200 000 000 = 0,006 c/microbes. 


A) TEMOINS 


Expérience Point dtinoculation 


0308 microbes/g. | 129 000 000 ~ 
|coups/g. 333 180 
| 0323 |microbes/g. | 84 580 000 
coups/g. 398 630 
0406 |micrebes/g. | 145 900 000 
coups/g. 


microbes/g. | 81 125 000 
coups/g. 422 900 


110 151 000 
399 280 
0, 0036 


J 
0308 microbes/g 62,175 000 ) 97 
coups/g 1 613 501 


3 193 500 
0323 microbes/g. 41,750 000 (0) 31 
coups/g. 437 760 2 775 
0406 microbes/g. 143 370 000 
coups/g. 352 380 
| 0504 microbes/g.; 76 560 000 
F coups/g. 408 500 
ee: 


; La déviation standard n'est pas donnée A cause des trop grandes variations 
individuelles entre deux expériences, ainsi que du nombre réduit d’animaux 


employés par expérience. Le reste des expériences faites donne des résultats 
semblables 4 ceux-ci. 


80 838 000 
348 030 
0.0043 


microbes/g. 
coups/g. 
coups/microbd 
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numériques qui ont permis le calcul de cette valeur ; elles sont 
présentées dans le tableau III. 


5° DISPERSION DES MICROBES MARQUES ET CHAUFFES A 60° C 
PENDANT UNE HEURE. — Les résultats ont été présentés de la méme 
maniére que pour les microbes vivants, dans les figures 12 et 13. 
Il faut rappeler que les microbes chauffés libérent une fraction 
de leur phosphore radioactif dans la solution, qui peut avoir une 
autre répartition que celle du phosphore encore incorporé dans 
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Fic. 12. — Dispersion des microbes chauffés. 


Mesure directe de la radioactivité tissulaire. 


le microbe. Nous n’avons pas jugé nécessaire de séparer cette 
fraction des résidus microbiens, il est fort probable qu’elle s’éli- 
mine dans l’urine sous la forme de **P minéral. Les résultats, 
exprimés de la méme maniére que pour les microbes vivants, 
sont présentés dans les figures 12 et 18, 4 savoir : en coups par 
gramme de tissu, et comparaison entre la concentration tissulaire 
chez les témoins et les vaccinés (fig. 12) et pourcentage de la dose 
injectée (fig. 13). 

La comparaison entre la dispersion des microbes vivants et 
chauffés peut étre mieux saisie dans la figure 14, qui montre 
la concentration de **P par gramme de tissu chez les cobayes 
injectés avec des microbes vivants et des microbes chauffés. Etant 
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donné que les doses de microbes injectés étaient identiques, les 
résultats peuvent étre superposés, la différence pouvant C¢tre 
attribuée a effet du chauffage du microbe. 

RaTE ONS 


RATE 0.26% 
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16 38% 


Témoins Vaccinés 


Fic. 13. — Dispersion des microbes chauffés. 
Résultats exprimés en % de.la quantité initiale injectée. 
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Fic. 14, — Effet du chauffage du BCG marqué sur la répartition de la radioactivité 
dans les tissus du cobaye. 
6° REPARTITION DU *?P MINERAL INJECTE AU COBAYE. — Une seule 


série de témoins est présentée dans ce travail, a savoir: les 
animaux injectés avec du **P minéral. La dispersion des phos- 
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pholipides d’origine microbienne fait l’objet d’une autre publi- 
cation [20]. 

Il a été jugé utile d’injecter le radiophosphore simultanément 
avec une méme dose de microbes, mais non marqués. Bien 
entendu, les microbes ont été des germes BCG obtenus dans les 
mémes conditions que ceux marqués au °*?P, et vivants, dans Ja 
méme proportion que dans les expériences précédentes. Ceci a 
été fait afin de se placer le plus possible dans les mémes condi- 
tions expérimentales que dans le cas des injections de microbes 
marqués, bien qu’il ne soit pas possible de se trouver dans des 
conditions identiques, comme nous le montrerons plus loin. 
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Fic. 15. — Distribution du 32 P minéral injecté avec du BCG non marqué. 
Mesure de la radioactiviié tissulaire. 


Aussi a-t-on comparé l’effet de la nature du microbe accompa- 
enant l’isotope injecté sur la distribution tissulaire du **P. Etant 
donné que la réaction inflammatoire produite par le BCG a un 
caractére modéré, nous avons choisi deux autres microbes pro- 
duisant des réactions différentes de celle du BCG, 4a savoir: 
Sarcina lutea (réaction trés faible) et Escherichia coli (réaction 
forte). Des expériences semblables ont été faites avec ces deux 
microbes, surtout en vue d’évaluer la différence de répartition 
du radiophosphore dans les tissus dans les cas ott l’injection a été 
suivie d’une réaction inflammatoire différente de celle provoquée 
par le BCG. Il est a peine nécessaire d’insister sur la prudence 
avec laquelle il faut annoncer une déviation métabolique dans 
un processus infectieux étudié de cette maniére. Les différences 
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que l’on peut noter peuvent tenir soit a une modification de la 
perméabilité tissulaire locale, due a un facteur régional, soit a 
une déviation métabolique d’ordre général. Bien entendu les 
conclusions sont tout a fait différentes dans les deux cas, la pertur- 
bation étant plus profonde dans le dernier. 

Dans le cas des microbes non marqués (en |’ occurrence le BCG) 
injectés avec du **P minéral, les résultats de la mesure de Vacti- 
vité tissulaire ont été présentés dans les figures 15 et 16, de la 
méme maniére que pour les microbes marqués. 

Les autres résultats, surtout la comparaison entre la répartition 
tissulaire du *2P injecté avec le BCG et les deux autres microbes, 


REIN 029% 
~ 


Témoins Vaccinés 


Fie. 16. — Répartition du 32 P minéral chez le cobaye normal et vacciné. 
Résultats exprimés en % de la dose initiale injectée. 


seront discutés dans l’interprétation des résultats, et seront exa- 
minés plus en détail dans un article ultérieur. 


DiscUSSION DES RESULTATS. 


‘Les deux premiers points ont été discutés dans l’exposé des 
résultats : 

1° Vaction de la radiation béta sur le microbe et 

2° le turnover des constituants phosphorés du BCG. Nous n’y 
reviendrons plus dans la discussion. : 

3° Dispersion des microbes vivants chez le cobaye normal et 
vacciné, Résultats microbiologiques. — Un premier fait qui mérite 
Vattention aprés cette étude quantitative est la masse considérable 
de microbes vivants qui reste arrétée au niveau du point d’inocu- 
lation. En moyenne, pour une dose de l’ordre de 10® microbes 
injectés, une proportion de 40 4 45 p. 100 reste au niveau du 
point d’inoculation. Quant 4 la masse dispersée retrouvée par 
culture, elle est insignifiante par rapport 4 l’ordre de grandeur 
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de la masse microbienne retenue au point d’inoculation. Si, par 
exemple, l’on retrouve dans le point d’inoculation 100 000 000 de 
microbes vivants, le nombre retrouvé dans la rate est de 5 000 
4 10000, un peu moins dans le foie et a peine quelques centaines 
dans le poumon. La différence est done de 1/10 000-1/100 000 
pour les organes examinés, qui donnent les résultats les plus 
constants ; les autres essais, sur le rein ou la peau, ont été 
négatifs. Cependant, si l’on extrapolait les concentrations micro- 
biennes retrouvées au niveau du foie et de la rate A tous les 
autres tissus non examinés, la totalité des microbes retrouvés ne 
dépasserait pas 0,1 p. 100 4 1,0 p. 100 de la masse totale injectée. 
Bien entendu ces résultats se référent exclusivement a l’animal 
normal, la différence étant beaucoup plus importante dans le cas 
des vaccinés. 

Il semble qu’il y ait un rapport entre l’importance de l’ino- 
culum et la masse microbienne retenue au niveau du_ point 
d’inoculation. Dans une expérience ot la dose injectée a été de 
Vordre de 107 au lieu de 10® comme d’habitude, le nombre de 
microbes retenus au point d’inoculation est tombé a 25 p. 100 au 
lieu de 40 a 45 p. 100 dans le premier cas. L’on pourrait affir- 
mer que les microbes semblaient avoir un seuil optimum de 
dispersion, au-dela duquel ]’excés était retenu au niveau du point 
d’inoculation. Ce fait a été démontré avec des microbes non 
marqués par Négre et nos travaux ne font que confirmer cette 
hypothése. Le seuil minimum de la rétention au point d’inocu- 
lation en fonction de la grandeur de l’inoculum n’est pas déce- 
lable dans les conditions actuelles des techniques des microbes 
marques. 

Il faut aussi souligner la maniére tout a fait identique de 
dispersion des microbes marqués par rapport a la dispersion des 
microbes non marqués. Ceci constitue un argument indirect en 
faveur de l’hypothése que le marquage des microbes au radio- 
phosphore ne provoque aucune modification dans leur comporte- 
ment biologique, au moins dans celui exprimé par leur dispersion 
tissulaire. D’ailleurs, il a été constaté avec des hormones mar- 
quées, comme la folliculine marquée au radioiode [26], que la 
répartition tissulaire restait inchangée, méme si l’activité biolo- 
gique de hormone disparaissait complétement aprés marquage. 

Il reste une proportion de presque 50 p. 100 de la masse 
microbienne injectée dont la méthode de récupération en culture 
apres ensemencement ne peut pas rendre compte. L’on pourrait 
faire des hypothéses variées quant a la destinée des microbes 
injectés et disparus en tant qu’unités microbiennes vivantes. 
L’hypothése la plus logique serait celle qui considérerait la masse 
microbienne non récupérable comme ayant été annihilée par 
Vorganisme; les débris des microbes ne peuvent plus étre 
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retrouvés par la technique biologique, et ce nest que par !a 


technique des isotopes qu’il est possible de suivre leur destinée 
dans Vorganisme. 

I] faut discuter tout de suite la critique majeure de cette hypo- 
thése, malgré toute l’apparence logique qu’elle présente. En effet, 
si nous faisons deux séries d’ensemencements, que nous compa- 
rons : l'une en partant de la suspension bacillaire avant ]’injec- 
tion, sans aucune substance d’origine tissulaire, et la seconde des 
différents broyats d’organes, qui contiennent des microbes en 
présence d’une masse d’extrails tissulaires, les deux résultats 
doivent forcément étre différents. Ainsi est-il possible que la 
masse vivante microbienne soit en réalité plus grande que la 
proportion trouvée dans 45 p. 100 de la masse injectée. 

Encore faut-il mentionner une autre possibilité, celle de la 
présence d’un inhibiteur qui agirait in vivo: le broyat tissulaire 
contiendrait la méme quantité de microbes au moment de l’ense- 
mencement, mais des inhibiteurs d’origine tissulaire seraient res- 
ponsables de la diminution des colonies qui se développent. Nous 
avons recherché la toxicité des organes pour le BCG, en compa- 
rant la croissance des microbes en présence des broyats de foie 
de cobaye normal et vacciné. Les résultats semblent indiquer 
quwil n’y a pas d’inhibition décelable dans les conditions expéri- 
mentales choisies. Cependant, ce point devrait étre étudié de facon 
plus approfondie, car il pourrait constituer une critique assez 
sérieuse de la technique de récupération en culture. 

Nos expériences actuelles Hiennent compte des critiques formu- 
lées ici en ce sens que la valeur de 100 p. 100 de microbes 
injectés n’est plus prise a4 partir de la suspension injectée, mais 
a partir de la masse vivante microbienne retrouvée apres injec- 
tion dans un tissu et broyage immédiat (trente minutes) de ce 
méme tissu, en travaillant dans les mémes conditions expérimen- 
tales que pour les ensemencements effectués plus tard. Ainsi, le 
facteur d’erreur est éliminé et le pourcentage obtenu reflétera ts 
chiffre réel de la dispersion in vitro. 

Chez le cobaye vacciné au BCG, deux faits doivent étre pris 
en considération : le nombre de microbes récupérés au niveau du 
point d’inoculation et celui retrouvé dans les organes examinés. 
Si, au point d’inoculation, la situation ne différe pas d’une 
maniére significative de celle des témoins, il n’en va pas de méme 
au niveau des organes des vaccinés. Le nombre de microbes 
vivants est encore plus faible chez ces derniers, de telle sorte 
que, dans la moitié des cas & peu prés, le foie ne donne pas de 
cultures de BCG. Le poumon et la rate montrent aussi une forte 
diminution, mais c’est au niveau du foie que l’on obtient le plus 
souvent des cultures négatives. En général, la vaccination au 
BCG est suivie d’une diminution du nombre de microbes vivants 
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récupérés dans le foie et la rate a 1/100 du nombre de microbes 
vivants récupérés chez les témoins et a 1/10 dans le poumon. 
Ce fait accentue encore plus la différence, déja signalée chez les 
témoins, entre les organes examinés et le point d’inoculation. 
En effet, dans le tableau I et la figure 7 l’on observe que le. 
rapport vacciné/témoin reste prés de Vunité au niveau du point 
d’inoculation (78,5 p. 100), tombe a 11,5 p. 100 au niveau du 
poumon et a 1,8 p. 100 dans le foie et la rate. 

Fautil conclure que les microbes sont arrétés en plus grand 
nombre au niveau du point d’inoculation, ou plutot qu’ils sont 
transportés en nombre égal aux organes, mais qu’ils sont tués 
a ce miveau plus efficacement chez les animaux vaccinés ? Les 
deux hypothéses sont assez logiques et il est méme possible que 
Porganisme vacciné utilise un des deux mécanismes, suivant les 
cas. 

4° Données radiobiologiques de la dispersion des microbes 
vivants marqués. — L’avantage considérable de la technique des 
microbes marqués réside dans le fait qu’elle permet Il identifi- 
cation du constituant d’origine microbienne, indépendamment du 
fait que le microbe soit vivant ou mort. ‘La technique biologique 
s’arréte 4 la mort du microbe et il est presque impossible, dans 
état actuel de nos connaissances, de préciser avec cette tech- 
nique la voie de dispersion des microbes morts. 

Le marquage microbien remédie partiellement a cette difficulté, 
en ce sens qu’il est aisé de détecter le constituant marqué. Mais 
seules des analyses chimiques ou autographiques poussées pour- 
raient donner la certitude que lisotope reste encore lé au 
microbe. 

Les données de la mesure directe de la radiation dans les tissus 
concordent avec les indications fournies par la méthode micro- 
biologique, en ce sens que la plus grande concentration d’isotope 
se trouve au niveau du point d’inoculation, un peu moins grande 
que Vordre de grandeur trouvé lors de la numération des 
microbes vivants (31,5 p. 100 au leu de 40 p. 100). 

Mais la comparaison n’est plus valable dés qu'il s’agit de la 
concentration de l’isotope dans les autres tissus examinés. En 
effet, la différence de concentration de l’ordre de 1/10 000- 
1/100 000, constatée lors de la numération des colonies aprés 
ensemencement, entre le point d’inoculation et les autres organes 
examinés, ne se retrouve pas ici. La concentration du radio- 
phosphore dans les autres tissus est 10 4 20 fois moins grande 
qu’au point d’inoculation, et l’éliminalion urinaire du **P est du 
méme ordre de grandeur que celle observée au point d’inocula- 
tion. : 

En outre, les tissus dont l’ensemencement reste négatif con- 
tiennent une quantité significative d’isotope (rein, os, etc.) 
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Si l’on compare la quantité totale de **P retrouvée dans les 
organes 4 la quantité d’isotope initialement injectée, on observe !e 
méme rapport en ce qui concerne le point d’inoculation, qui reste 
le plus riche en microbes marqués, mais dans les autres tissus les 
différences sont beaucoup moins accentuées, comme d’ailleurs 
la concentration par gramme le laissait supposer. Les autres 
organes s’échelonnent dans l’ordre suivant : intestin (9,7 p. 100), 
squelette (9,4 p. 100), foie (8,0 p. 100), muscle (4,6 p. 100) et 
peau (3,8 p. 100). Une proportion de 29,3 p. 100 ne peut pas étre 
retrouvée ; cela peut tenir a deux causes: soit a une erreur 
commise en interpolant sur la totalité d’un grand organe (comme 
le squelette, Vintestin, la peau) le résultat du dénombrement 
effectué sur un fragment, soit au fait que d’autres tissus, conte- 
nant eux aussi de l’isotope, ne furent pas examinés. 

L’élimination urinaire du radiophosphore d’origine micro- 
bienne se fait de préférence dans les premiéres quarante-huit 
heures aprés injection. Le reste des cing jours se caractérise par 
une faible excrétion d’isotope. La courbe de la radioactivité uri- 
naire se rapproche de la forme d’une exponentielle. Le cobaye 
vacciné conserve le méme ordre de grandeur de radioactivilé 
tissulaire, A savoir: la plus grande activité par gramme de tissu 
se trouve toujours au point d’inoculation, les autres organes 
ayant des concentrations 10 a 20 fois moindres. On ne constate 
pas la différence considérable qui a été notée lors de la numé- 
ration aprés ensemencement, en ce qui concerne la concentration 
microbienne dans les tissus des vaccinés et des témoins. On note 
cependant que l’ordre de concentration du radiophosphore dans 
les organes change chez le vacciné: la concentration la plus 
forte aprés le point d’inoculation se trouve dans le squelette 
(19,3 p. 100 au lieu de 9,4 p. 100) puis dans la peau (9,1 p. 100 
au leu de 3,8 p. 100). 

On pourrait donc conclure que la vaccination au BCG pro- 
voque une augmentation de la concentration du radiophosphore 
au niveau du squelette (205 p. 100) et de la peau (239 p. 100). 
Quant a la forme sous laquelle se trouve lisotope, on ne peut 
faire que des hypothéses. Seuls des autographes pourront pré- 
ciser si Visotope est encore lié au résidu microbien. Il est plus 
logique de supposer que le radiophosphore du squelette s’y 
trouve sous forme minérale, comme d’ailleurs les expériences 
avec le phosphore minéral vont le confirmer. 

L’élimination urinaire du radiophosphore est plus accentuée 
chez le cobaye vacciné que chez le témoin (397 p. 100), mais en 
méme temps V’allure de la courbe d’élimination est changée : ia 
radioactivité des quatre premiers jours se maintient’ au méme 
niveau élevé, pour diminuer plus lentement aprés, et non sous 
la forme exponentielle, comme chez les témoins [48]. Cette diffé- 
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rence pourrait étre interprétée comme étant due a la destruction 
d’une masse plus grande de microbes chez le vacciné, leur phos- 
phore minéral étant éliminé graduellement dans Vurine, puis 
concentré dans le squelette. D’aillenrs, dans une publication anté- 
rieure, nous avons mentionné cette hypothése, soutenue en partie 
par des travaux indirects de Groge et Pearse. Ces auteurs 
avaient constaté une activité enzymatique phosphatasique nette- 
ment augmentée chez le cobaye vacciné [29]. Ils précisent méme 
que la quantité de phosphatase acide, augmentée autour de Ja 
zone d’inoculation chez V’animal vacciné, est directement pro- 
portionnée a la résistance de l’animal a l’infection. Nous ne dis- 
cuterons pour l’instant que du rapport existant entre l’augmen- 
tation phosphatasique dans la zone ot les microbes sont en trés 
forte concentration et la libération du phosphate minéral des 
mémes microbes. Nous ignorons l’ordre de succession des deux 
phénoménes : déphosphorylation des microbes = activité phos- 
phatasique, mais leur corrélation est évidente. [Les microbes 
perdent leur phosphore minéral, probablement par 1|’intervention 
d’une phosphatase ; 4 son tour, le phosphore minéral est éliminé 
dans l’urine (augmentation chez le vacciné), fixé dans le sque- 
lette, etc. Tout porte a croire que la vaccination au BCG se tra- 
duit par une augmentation de la potentialité d’annihilation et de 
désintégration des microbes. ‘La libération du phosphore minéral 
ne peut étre qu'un des aspects de ce processus devenu obser- 
vable grace au radiophosphore. , 

Aussi, la différence d’allure des deux courbes d’élimination 
urinaire semble indiquer que la déphosphorylation du microbe 
se fait chez le vacciné pendant un certain nombre de jours, au 
moins Jes quatre premiers aprés inoculation. 

Le rapport phosphore radioactif/unité microbienne vivante, que 
nous avons défini comme I’activité spécifique microbienne, varie 
considérablement chez les vaccinés, 4 cause de la diminution du 
nombre des microbes dans les tissus des animaux vaccinés. II est 
visible dans la figure 11 que l’activité spécifique microbienne reste 
presque inchangée chez le vacciné au niveau du point d’inocula- 
tion (119 p. 100); elle monte a 500 p. 100 dans le poumon du 
vacciné et atteint enfin des valeurs considérables (3,846 p. 100 et 
7,010 p. 100) pour la rate et le foie. 

Le fait que l’activité spécifique microbienne est inchangée au 
point d’inoculation et monte considérablement dans les autres 
tissus examinés peut étre pris comme un indice supplémentaire 
du mécanisme de déphosphorylation déja mentionné. En effet, la 
méme quantité de radiophosphore est attachée & chaque unité 
microbienne vivante dans la suspension initiale et au niveau du 
point d’inoculation. Ceci semble indiquer que les microbes restés 
au bout de sept jours localisés dans ce point ont complétement 
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perdu leur phosphore labile, qui a repris sa voie métabolique et 
a été concentré comme tel dans le squelette, éliminé avec 
lurine, etc. Quant aux autres tissus, deux possibilités peuvent 
étre envisagées pour l’explication de cette différence d’activité 
spécifique microbienne : 

1° Le tissu luicméme peut avoir une capacité augmentée de 
destruction des microbes, ceux-ci y arrivant en méme nombre que 
chez le témoin, pour étre tués sur place. Les résidus microbiens 
restant dans le systéme réticulo-endothélial du tissu augmentent 
le taux de la radioactivité tissulaire. 

2° Les microbes sont tués ailleurs (point d’inoculation ou gan- 
glions lymphatiques) et le nombre de microbes, vivants ou morts, 
présents dans les organes s’en trouve diminué. Par contre, ie 
phosphore libéré par la désintégration des microbes tués reprend 
sa voie métabolique et augmente la radioactivité tissulaire. Dans 
ce cas, accent serait mis sur le role du point d’inoculation dans 
le mécanisme de défense, tandis que dans le premier cas, les 
autres organes participeraient 4 la défense antimicrobienne avec 
la méme intensité que le point d’inoculation et les ganglions 
lymphatiques. 

Le probleme est encore inexploré et il représente une hypo- 
thése de travail. Sa solution pourrait étre importante pour la 
compréhension de la part prise dans le mécanisme de défense 
contre l’infection par chaque organe ou tissu. 

5° Données radiobiologiques : dispersion des microbes chauffés. 
— L’étude de la dispersion des microbes morts a été entreprise 
comme une premicre étape inspirée par Vhypothése de travail 
mentionnée plus haut. En effet, puisque tous les microbes injectés 
sont tués, un schéma de dispersion semblable a celui des microbes 
vivants serait en faveur d’un processus de destruction concentré 
surtout au niveau du point d’inoculation : tous les microbes 
marqués qui franchissent cette barriére seraient morts dans les 
deux cas. 

Il faut soulever tout de suite une critique de cette maniére de 
raisonner. Le phénoméne physique de coagulation protéique 
causée par la chaleur n’est pas du tout comparable au phénoméne 
chimique inconnu qui provoque la mort des germes dans |’orga- 
nisme vivant. Le chauffage des microbes représente, cependant, 
le moyen le plus commode pour obtenir des microbes tués d’une 
facon homogéne. 

La mesure directe de la radioactivité tissulaire (fig. 12) montre 
qu il n’y a pas de différence importante entre les valeurs obtenues 
avec les microbes vivants et les microbes chauffés. On remarque 
que la masse retenue au niveau du point d’inoculation est moins 
grande (21,2 p. 100 au lieu de 31 p. 100, done une diminution 
de 67,3 p. 100); elle reste cependant la concentration la plus 
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importante de radioactivité, mais la différence entre la masse de 
*’P retenue au point d’inoculation et celle qui se trouve au 
niveau des autres organes est beaucoup moins grande que chez 
les animaux injectés avec des microbes vivants. Le squelette vient 
en seconde place avec 16,38 p. 100 de la totalité du radiophos- 
phore retrouvé, donc 77,4 p. 100 de la masse retrouvée au niveau 
du point d’imoculation, tandis qu’avec des microbes vivants, !e 
squelette titre 9,4 p. 100 du *P total injecté, 30 p. 100 de ja 
valeur du **P du point d’inoculation. 

En résumé : 

a) Pour les microbes vivants, le point d’inoculation représente 
une concentration d’au moins 4500 p. 100 a 5000 p. 100 du 
nombre total de microbes récupérés dans les tissus ; 

b) Pour le radiophosphore provenant des microbes vivants 
injectés, le point d’inoculation représente 31,5/39,2 p. 100 = 
80,3 p. 100 de la concentration en **P dans les autres tissus ; 

c) Enfin, pour le radiophosphore provenant des microbes 
chauffés, le *?P retrouvé dans le point d’inoculation représente 
21,2/58,9 p. 100 = 39,3 p. 100 de la concentration en *P des 
autres tissus. 

Ce fait pourrait étre pris comme indice en faveur de l’hypothése 
qu’une bonne partie de l’annihilation des microbes se passe au 
niveau du point d’inoculation ; en effet, en prenant comme indice 
le *?P restant, il ne reste que 39,3 p. 100 des microbes dans ce 
tissu, dans le cas des animaux injectés avec des microbes tués, 
tandis que, dans les mémes conditions expérimentales, 80 p. 100 
des microbes vivants sont cantonnés dans le point d’inoculation. 
Le fait de tuer les microbes diminue a 50 p. 100 (89,3 p. 100/ 
80,3 p. 100) la masse retenue au niveau du point d’inoculation. 

Il reste A savoir ou se répartit le phosphore radioactif de ces 
microbes morts. Cela ressort des mémes graphiques : le squelette 
prend la majeure partie (16,4 p. 100), puis le foie (10,5 p. 100) 
et surtout la peau (10,66 p. 100). L’élimination urinaire est assez 
faible (2,17 p. 100), du méme ordre de grandeur que chez les 
animaux injectés avec des microbes vivants (1,5 p. 100). 

Ces chiffres peuvent étre interprétés dans le méme sens que 
ceux qui se rapportent au point d’inoculation, mais ils four- 
nissent une indication supplémentaire. La fixation dans le sque- 
lette est de 175 p. 100 par rapport a ce qu’on trouve chez les 
animaux injectés avec des microbes vivants ; elle représente pro- 
bablement le phosphore qui a été libéré sous forme minérale (ou 
facilement minéralisable), bien que l’élimination urinaire ne soit 
pas augmentée de la méme maniére (2,2/1,5 p. 100 = 146 p. 100). 
Mais l’augmentation considérable du **P dans la peau est un 
phénomeéne plus digne d’attention. En effet, la richesse de la 
peau en radiophosphore augmente de 276 p. 100 par rapport 
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a la concentration en isotope trouvée chez les animaux injectés 
avec des microbes vivants. Comme il est difficile de soutenir que 
cette augmentation serait due a une concentration de phosphore 
minéral (la peau n’étant pas un tissu trés actif sous ce rapport), 
il faut conclure qu’elle doit étre attribuée, soit A une concentration 
de résidus microbiens morts, soit plutét a la concentration 
d’autres constituants (phospholipides par exemple) marqués. 

L’examen des résultats obtenus chez les animaux vaccinés 
apporte des détails supplémentaires : 

La rétention dans le squelette reste inchangée (15,80/16,38 p. 100 
= 97 p. 100), mais la rétention dans la peau augmente considé- 
rablement (15,95/10,66 p. 100 = 150 p. 100, par rapport aux 
témoins et 15,95/9,1 p. 100 = 175 p. 100 par rapport aux animaux 
vaccinés injectés avec des microbes vivants). La _ proportion 
de rétention dans le foie augmente aussi (13,06/10,47 p. 100 
= 129 p. 100) et l’élimination urinaire du **P passe de 2,17 p. 100 
& 4,27 p. 100, done presque le double de ce qu’on trouve chez 
les témoins. Tout se passe comme si la vaccination du cobaye 
avait pour effet une augmentation du dépét de radiophos- 
phore surtout au niveau de la peau, a part laccélération du 
turnover phosporé déja mentionnée plus haut, et qui se confirme 
ici par augmentation de la radioactivité du foie et de 1’élimi- 
nation urinaire. 

L’effet du chauffage des microbes est d’ailleurs résumé dans 
la figure 14. 

L’accélération du turnover phosphoré par la vaccination ou 
par l’infection tuberculeuse semble assez bien établie, autant par 
nos recherches que par celles que nous venons de citer. 
D’ailleurs, cette différence de dispersion de la fraction phos- 
phorée du BCG chez le vacciné a méme été prise comme indice 
de lefficacité de la vaccination par Strom dans une publication 
récente [27]. Cet auteur constate que, chez les humains vaccinés 
inoculés avec du BCG marqué, la vitesse de migration de !a 
radioactivité est significativement augmentée par rapport au 
témoin non vacciné ; cette différence reste valable méme dans les 
cas ou les signes biologiques d’allergie sont négatifs. Comme 
notre but est étude du mécanisme de Il interaction microbe- 
organe infecté, plut6t que la recherche d’un nouveau test utili- 
sable en clinique, nous nous contentons de confirmer par des 
résultats radiobiologiques la validité du test de Strom. Toutefois, 
il est prudent d’affirmer que l’accélération de la migration du 
radiophosphore ne veut pas dire forcément accélération de la 
migration microbienne chez le vacciné. 

6° Répartition tissulaire du phosphore minéral radioactif. — 
La répartition dans les tissus du *2P minéral a été étudiée en 
injectant simultanément l’isotope et une dose de BOG vivant iden- 
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lique a celle injectée dans les expériences précédentes. Méme 
dans ce cas, les résultats ne sont pas complétement superpo- 
sables, car la perméabilité tissulaire au niveau du point d’inocula- 
tion change au fur et & mesure que l’inflammation s’installe. 
A moins que l’injection de microbes ne produise une modification 
de la perméabilité tissulaire dans les premiéres minutes apres 
injection, le phosphore minéral sera résorbé complétement au 
niveau du point d’inoculation au bout de vingt a trente minutes. 
Les différences retrouvées au niveau du _ point d’inoculation 
doivent done refléter un autre phénoméne, difficilement explicable 
pour l’instant. 

Les autres contréles effectués dans ce cycle d’expériences 
seront exposés en détail avec la publication de |’étude des dévia- 
tions métaboliques produites par l’infection tuberculeuse. Il faut 
remarquer dés maintenant que la concentration du radiophos- 
phore minéral au niveau du point d’inoculation des microbes 
n’est pas fonction seulement de la faculté des microbes de pro- 
duire une réaction du systéme réticulo-endothélial. En évaluant 
a 100 p. 100 la concentration du **P minéral au niveau du point 
d’inoculation chez les animaux inoculés avec du BCG, la concen- 
tration en *?P se situe a 450 p. 100 chez les animaux inoculés avec 
Escherichia coli, ce qui concorde avec irritation produite par ce 
microbe, qui est plus forte que celle produite par le BCG. Par 
contre, la concentration relative est de 264 p. 100 pour Sarcina 
lutea, microbe presque dépourvu de -pouvoir irritant pour le sys- 
teme réticulo-endothélial. Si ce dernier chiffre ne correspond pas 
a une activité particuliére des sarcines employées, il y a leu 
d’admettre l’existence d’un processus plus complexe, notamment 
d’une entrée en jeu de modifications de turnover, parallélement 
a l’action sur le systéme réticulo-endothélial. La comparaison 
entre le spectre de distribution du radiophosphore minéral et !a 
radioactivité tissulaire dans le cas des microbes marqués se 
montre assez significative, comme le révélent les figures 15 et 16. 

Tout d’abord, la plus forte radioactivité aprés injection de 
32P minéral est retrouvée dans les urines, puis dans le point 
d’inoculation et l’os. 

Quant a la distribution par rapport 4 la quantité initiale 
injectée, la proportion la plus importante se retrouve dans 
Vurine : 88,10 p. 100 de la masse injectée. Le squelette arrive au 
second rang, avec 20,34 p. 100, puis le point d’inoculation avec 
9,14 p. 100 du total injecté. Il est visible que la répartition est 
différente de celle des microbes marqués, car |’élimination uri- 
naire dans ce cas ne représente que 2 4 3 p. 100 de la masse 
totale injectée, donc une augmentation de presque 12 fois dans 
le cas du phosphore minéral. Il en va de méme, d’ailleurs, dans 
toutes les expériences faites avec le phosphore minéral, qu 
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s’élimine rapidement dans l’urine. Quant au point d’inoculation, 
la proportion de 9,14 p. 100 représente 29 p. 100 de la rétention 
de radioactivité dans le cas des microbes vivants injectés et 
43 p. 100 dans le cas des microbes chauffés ; toutefois V’inter- 
prétation de cette proportion élevée nous semble difficile pour 
le moment. 

Un fait est certain, c’est la concentration du radiophosphore 
au niveau d’un foyer infectieux, fait connu depuis longtemps et 
proposé méme par Low-Beer comme moyen de diagnostic dans 
certaines maladies de la peau [28]. 

Il pourrait s’agir aussi d’une absorption de surface de l’iso- 
tope, au niveau des microbes et des cellules du foyer inflamma- 
toir. Seul ’examen autographique serait en mesure de répondre 
a cette question. 

La concentration de Jlisotope dans les tissus du cobaye 
vacciné est assez significative : l’élimination urinaire totale reste 
inchangée (28,10 p. 100 dans les deux cas), mais la concentration 
dans le squelette augmente de 20,34 p. 100 a 31,18 p. 100, donc 
153 p. 100 par rapport au témoin. Le radiophosphore du point 
d’inoculation diminue, par contre, de 9,14 p. 100 a 3,50 p. 100. 
Bien que la concentration absolue du radiophosphore dans le 
sérum soit assez faible sept jours aprés l’inoculation (0,26 p. 100 
et 0,50 p. 100), il est visible que la vaccination apporte une aug- 
mentation de la concentration de radiophosphate minéral dans 
le sérum (200 p. 100). 

Ces faits montrent une fois de plus l’accélération du turnover 
phosphoré provoquée par la vaccination. Le phosphore est trans- 
porté plus rapidement du point d’inoculation (3,50 p. 100 du total 
injecté au lieu de 9,14 p. 100 = 388 p. 100 du témoin) dans le 
sérum (200 p. 100) et se fixe plus rapidement dans l’os (153 p. 100). 
Le fait de Végalité de l’élimination urinaire dans les deux cas 
ne constitue pas un argument contre cette accélération, car nous 
niavons montré que la totalité de l’élimination urinaire durant 
sept jours, et non pas la courbe d’élimination dans les deux cas, 
qui aurait pu étre différente pour chacun d’eux. Une étude du 
turnover du phosphore radioactif chez les vaccinés en fonction 
du temps est en cours. Elle permettra de déterminer l’aspect de 
la courbe du turnover durant sept jours. 

‘La diminution du radiophosphore au niveau du point d’inocula- 
tion chez les vaccinés confirme encore une fois le travail de 
Strom, mais indique que le déplacement de l’isotope se fait sous 
une forme plus simple que celle d’un organisme microbien. 

Il est intéressant de noter qu’il n’y a pas de concentration de 
radiophosphore au niveau de la peau, ce qui confirme notre 
opinion exprimée au chapitre précédent, d’aprés laquelle !a 
concentration d’isotope au niveau de la peau ne serait pas due 
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au phosphate minéral, mais & une forme plus complexe, soit 
microbes morts transportés aux cellules réticulo-endothéliales 
régionales, soit d'autres constituants chimiques, peut-étre des 
phospholipides. 

7° Comparaison entre les résultats obtenus par les méthodes 
microbtologique et radiobiologique. — En premier lieu, il faut 
mentionner l’avantage que représente l’étude simultanée de Ja 
dispersion microbienne au moyen des quatre techniques. On 
obtient ainsi des informations qu’il serait impossible a une seule 
méthode de nous fournir. La confrontation des quatre méthodes 
d’investigation permet les conclusions suivantes : 

a) Point d inoculation. — Les résultats obtenus par les 
méthodes microbiologique et radiobiologique s’accordent a indi- 
quer que, pour des doses injectées de l’ordre de 10® microbes, 
la plus forte concentration de germes se trouve au point d’ino- 
culation, et que les microbes vivants qui s’y trouvent n’ont 
perdu qu’une fraction de leur phosphore radioactif, probablement 
sous forme de phosphore minéral. Le phosphore radioactif des 
microbes chauffés se retrouve en majeure partie au point d’ino- 
culation, mais une partie plus considérable a été répartie dans 
les tissus. 

Il est certain que le phosphore radioactif retenu au niveau du 
point d’inoculation ne s’y trouve pas sous forme minérale, car 
il aurait été plus rapidement réparti dans les autres tissus : c’est 
du moins ce que supposent les expériences faites avec le phos- 
phate minéral. I] faut done conclure que la désintégration des 
microbes morts au bout de sept jours ne va pas jusqu’au terme 
ultime des phosphates minéraux. 

La masse considérable de microbes et de radioactivité retenus 
au niveau du point d’inoculation suggére que la barriére la plus 
importante contre la dispersion microblenne se trouve a ce 
niveau, ou entre cette région et la barriére hémo-lymphatique. 11 
est regrettable que cette étude n’ait pas porté sur les ganglions 
régionaux du point d’inoculation. Les expériences faites avec 
des microbes virulents permettront peut-élre d’éclaircir ce point. 

b) Organes. — Les résultats des recherches microbiologiques 
different considérablement de ceux obtenus par les recherches 
radiobiologiques. En effet, la numération microbienne indique 
qu’une fraction extrémement faible d’unités viables parait avoir 
franchi la barriére entre le point d’inoculation et le systeme hémo- 
lymphatique. Par contre, la répartition de la radioactivité est 
loin de cadrer avec cette différence considérable de concentration 
entre point d’inoculation et tissu. L’examen des tissus par la 
double technique microbiologique et radiobiologique montre que 
la quantité de radiophosphore par rapport a l’unité microbienne 
vivante augmente considérablement dans le foie, la rale et le 
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poumon, tandis qu’elle reste égale 4 la quantité initialement 
injectée au niveau du point d’inoculation. 

Il y a deux facons d’expliquer cette différence dont chacune 
peut étre valable ; les deux explications peuvent méme valoir 
conjointement pour un méme tissu: 1° la masse microbienne 
initialement dispersée dans le tissu peut avoir été détruite en 
grande partie au niveau méme de ce tissu, ce qui expliquerait 
le fait d’une augmentation relative du radiophosphore par rap- 
port a la masse microbienne restante, ou bien, 2° les microbes 
ont été tués ailleurs et leurs constituants phosphorés libérés se 
sont concentrés dans les tissus qui se trouvent sur la voie méta- 
bolique de ce phosphore. 

Le mécanisme de la dispersion des microbes chauffés est 
différent de celui des microbes vivants. La radioactivité est plus 
concentrée dans la peau des animaux inoculés avec des microbes 
morts que dans celle des cobayes inoculés avec des microbes 
vivants. I] n’est pas possible de savoir s’il s’agit de résidus 
microbiens ou de constituants phosphorés d’origine microbienne. 

[La distribution tissulaire du phosphate minéral radioactif sug- 
gére que seule une fraction des constituants microbiens est 
libérée sous forme de phosphate minéral, le reste élant distribué 
sous une autre forme chimique, ou restant encore lié au résidu 
microbien. 

Chez le cobaye vacciné, le nombre de microbes arrétés au 
niveau du point d’inoculation varie peu, par opposition avec la 
diminution considérable de leur nombre dans les autres tissus, 
alors que la radioactivité tissulaire ne diminue pas dans la méme 
proportion. Cela distingue l’animal vacciné du témoin non 
vacciné, D’autre part, la vaccination s’accompagne d’une accé- 
lération du turnover phosphoré, traduite par une concentration 
plus forte dans le sérum, d’une élimination urinaire plus rapide 
et d’une fixation plus intense du radiophosphore dans l’os. On 
pourrait y voir un aspect de la réaction non spécifique de l’orga- 
nisme contre l’infection tuberculeuse. 


CONCLUSIONS. 


1° L’étude de la dispersion microbienne dans les tissus. au 
moyen de microbes marqués au radiophosphore doit étre 
complétée et contrélée par l’étude biologique et chimique. 

2° Le rapport entre le **P trouvé dans les tissus et le nombre 
de microbes vivants correspondants a été établi comme unité, que 
nous appelons Activité spécifique microbienne. Cette nouvelle 
unité indique le vrai rapport entre l’isotope et le nombre de 
microbes marqués correspondants. 

3° Chez le cobaye normal, injecté avec une dose de 10* de 
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germes BCG vivants, presque la moitié des microbes sont 
retenus au niveau du point d’inoculation, le reste des tissus ne 
comptant qu’une fraction de 1 p. 100 du nombre de germes 
injectés. 

4° La masse microbienne retenue au point d’inoculation chez 
le cobaye vacciné ne différe pas de celle qu’on trouve chez le 
cobaye témoin; par contre, le nombre de microbes vivants dis- 
persés dans les organes se trouve étre entre 100 et 500 fois moins 
élevé chez le cobaye vacciné que chez le témoin non vacciné. 

5° Par la mesure de la radioactivité tissulaire on constate que 
la différence entre le point d’inoculation et les organes examinés 
est beaucoup moins considérable. Bien que la masse la plus 
importante de radioactivité se trouve encore au point d’inocula- 
tion, celle-ci ne constitue que 31 p. 100 de la masse totale de 
radioactivité due a l’injection des microbes marqués, 10 p. 100 
étant retrouvés dans les tissus, au leu de 1 p. 100 dans le cas 
des microbes vivants. 

6° L’activité radioactive microbienne différe sensiblement sui- - 
vant les tissus examinés : elle est équivalente a celle de la masse 
de microbes injectés au niveau du point d’inoculation et monte 
considérablement par rapport au nombre de germes dans ie 
poumon, la rate et surtout dans le foie. 

7° La vaccination par le BCG ne change pas beaucoup la 
concentration de *2P dans les tissus, mais l’activité radioactive 
relative microbienne augmente encore plus au niveau du poumon, 
de la rate et du foie, étant donnée la diminution importante des 
éléments microbiens vivants qui s’y trouvent. 

8° Simultanément, la vaccination par le BCG est accompagnée 
d’une accélération du turnover phosphoré se traduisant entre 
autres par une intensification de la fixation osseuse du radio- 
‘phosphore. 

9° L’augmentation de la radioactivité dans la peau des 
animaux inoculés avec des microbes tués par chauffage est moins 
accentuée que chez les animaux vaccinés. La fixation osseuse du 
radiophosphore est elle aussi plus accentuée chez les animaux 
vaccinés. eB 

10° Des expériences de contréle montrent que la distribution 
du radiophosphore minéral est différente de celle des microbes 
_ marqués vivants ou morts, surtovt en ce qui concerne |’élimi- 
nation urinaire de l’isotope, qui constitue alors la fraction la 
plus importante (38,10 p. 100). La fixation squelettique vient en 
seconde place, suivie par le point d’injection, mais relativement 
plus faible (9,10 p. 100). La vaccination par le BCG provoque 
la méme accélération du turnover phosphoré dans l’os, et pro- 
voque en méme temps une diminution du phosphate retenu au 
niveau du point d’inoculation (8,50 p. 100). 
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11° L’examen de ces résultats conduit 4 penser que, dans les 
conditions expérimentales décrites, les microbes sont retenus 
dans une proportion considérable au niveau du point d’inocula- 
tion. Une destruction microbienne se produit, soit entre le point 
d’inoculation et la barriére hémolymphatique, soit au niveau 
des tissus; les deux phénoménes ne s’excluent pas et peuvent 
coexister 4 des degrés variés dans un méme animal. 

12° Une fraction du phosphore contenu dans les microbes 
morts est libérée sous forme minérale et reprend son cycle méta- 
bolique, étant concentrée sous cette forme dans l’os et le foie, 
et éliminée avec l’urine. Une autre partie doit se trouver sous 
une forme plus complexe, ou méme rester incorporée aux débris 
microbjens. 

13° Finalement, la méme accélération du turnover phosphoré 
chez les vaccinés frappe les constituants phosphorés d’origine 
microbienne, comme il a été constaté pour les phosphates 
minéraux. Ainsi, non seulement le cobaye vacciné détruit plus 
de microbes, mais les constituants phosphorés de ces mémes 
microbes sont éliminés plus rapidement que chez les témoins. 


SUMMARY. 


The study of microbial dispersion with the aid of labelled 
microbes must be done by superimpozing a biological control 
(microbial numeration) upon the results offered by the radioacti- 
vity assay. The ratio **P/microbe has been named microbial 
specific activity. 

In normal guinea pig injected with 10° microbes, almost half 
of the injected dosis has been found at the inoculation site, 
whereas the microbial mass recuperated in all the other tissues 
together averages at most 1 °/, of the total injected. The number 
of living microbes found at the inoculation site of the vaccinated 
animal does not differ significantly from that of the control, while 
in the other examined tissues (liver, spleen, lungs) the number 
of microbes is considerably diminished in vaccinated (100 to 
500 times) as compared to the controls. 

The radioactivity assay of the tissues gave different results 
than that of the direct microbial count, namely a considerable 
increase of the tissular concentration of the isotope, which 
averages nearly 50 °/, of the injected dosis, instead of the 1 9, of 
the tissular microbes as found by the bacteriological procedure. 

The vaccination with BCG does not seem to alter the pattern 
of distribution of the isotope in the tissues, but the microbial 
specific activity is considerably increased in vaccinated animals, 
because of the diminution of the living microbial units in the 
examined tissues. 
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In animals injected with heat-killed labelled BCG, the pattern 
of distribution of **P differs from that in animals injected with 
living microbes, especially in the skin, which concentrates 
more *’P in the former case. This is even more marked in 
vaccinated animals. 


The pattern of tissular distribution of *P in experiments with 
labelled microbes is different from the distribution schema of the 
mineral radiophosphate. In animals injected simultaneously 
with **PO,Na,H and living non labelled BOG, the highest per- 
centage of the isotope (388 °/,) was excreted in the urine, and 
almost an equal part was fixed in the bones ; the concentration 
at the inoculation site is far less important than in the former 
experiments. 

There is an acceleration of the phosphate turnover in vacci- 
nated animals, noted in experiments with labelled microbes as 
well as in the experiments with mineral radiophosphate. 
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EFFETS DES HAUTES PRESSIONS 
SUR LE VIRUS DE LA POLIOMYELITE (SOUCHE LANSING) 


par Jacques BASSET, P. LEPINE et L. CHAUMONT (*). 


(Institut Pasteur. Service des Virus) 


Au cours de travaux relatifs aux effets des hautes pressions 
sur les virus nous avons été amenés A étudier les effets de ces 
hautes pressions sur le pouvoir pathogéne et les propriétés anti- 
géniques du virus de la poliomyélite type 2 (souche Lansing) vis- 
a-vis de la souris. Nous rapportons ici les résultats obtenus au 
cours d’une premicre série d’expériences effectuées durant les 
années 1954 et 1955. 


DISPOSITIFS EXPERIMENTAUX UTILISES. 
PREPARATION DU MATERIEL VIRULENT ET CONTROLE DE SA VIRULENCE. 


_a) Obtention des hautes pressions et régulation de la tempé- 
rature. — Les hautes pressions étaient obtenues par notre tech- 
nique habituelle [4] en utilisant un multiplicateur de pression 
hydraulique a colonnes James et Jacques Basset (schéma, fig. 1). 
A température constante, la pression était connue a 2 p. 100 prés. 

Les chambres a expériences, cylindriques (C), étaient vissées 
dans le plateau supérieur du multiplicateur de pression. Le 
chauffage des chambres (C) était assuré par des enroule- 
ments chauffants extérieurs électriques. Un thermométre régula- 
teur a contact (9) commandait par Vintermédiaire de relais les 
dispositifs thermiques. Le plateau supérieur du multiplicateur de 
pression et la chambre (C) étant aussi bien calorifugés que 
possible, la température se stabilisait 4 0,2°C prés autour de la 
valeur désirée, soit 37° C. 

b) Préparation du matériel virulent, conditionnement et coniréle 
de sa virulence. — ‘Les suspensions de virus destinées a étre sou- 
mises a l’action des hautes pressions étalent prépar¢es de la 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1956. 


Fic. 1. — 1, pompe primaire ; 2, pot primaire du multiplicateur de pression ; 
3, piston primaire du multiplicateur de pression ; 4, piston de petit diamétre 
du multiplicateur ; 5, dispositif d’étanchéité automatique et mobile ; 6, robinet 
dalimentation du pot primaire (2); 7, manométre primaire ; 8, manchon de 
chauffage ; 9, thermoméatre régulateur a contacts; 10, relais commandant le 
dispositif de chauffage ; C, chambre a expérience ; E, espace de travail. 
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fagon suivante : on prélevait, aprés apparition de la paralysie, 
les cerveaux et les moelles de souris infectées par le virus polio- 
myélitique, type 2, souche Lansing (VL) ; les tissus étaient ensuite 
broyés avec.]’appareil de Durel et Sausse et le broyat mis en 
suspension dans de l’eau physiologique dans la proportion de 
1 g de broyat pour 10 g de liquide. La suspension obtenue était 
alors centrifugée durant cing minutes dans un champ de 250 g 
pour éliminer les débris de tissus, et le surnageant constituant 
l’émulsion de base au 1/10 était prélevé, puis réparti en ampoules 
de verre scellées, conservées ensuite A la glaciére a — 20°C. 

Les échantillons d’émulsion de base destinés a étre soumis 
a V’action des hautes pressions étaient, suivant un mode opéra- 
tore déja décrit [2], répartis dans de petits sacs stériles de 
caoutchouc naturel pur non vulcanisé de quelques millilitres de 
capacité. Lors des mises en pression effectuées isothermique- 
ment [2] les sacs étaient immergés au sein du liquide transmetteur 
de pression (de l’eau glycérinée aux 2/3), contenu dans la chambre 
a expériences. L’eau glycérinée était colorée d’une facon intense 
au bleu de méthyléne pour pouvoir déceler tout manque d’étan- 
chéité des sacs de gomme. 

Les expériences effectuées avec des témoins ont montré : 

1° Que la conservation des émulsions de base en ampoules de 
verre scellées n’entrainait pas de variation notable de la viru- 
lence vis-a-vis de la souris pendant leur durée d’utilisation. 

2° Que le contact des suspensions de virus et de la gomme, 
tout au moins pendant la durée des expériences, n’altérait pas 
non plus de fagon notable la virulence. 

Le contréle de la virulence de chacun des échantillons d’émul- 
sion, témoins ou ayant été comprimés, était effectué par injection 
intracérébrale de 0,01 ml d’émulsion 4 chacune des souris d’un 
lot d’épreuve correspondant. Les échantillons témoins étaient eux 
aussi contenus dans des sacs de gomme et y étaient maintenus 
a la pression atmosphérique 4 la méme température et dans le 
méme temps que les échantillons pressés. 

Pour toutes les épreuves, il a été employé des souris de poids 
et d’age voisins (16 4.28 g et 2 mois), ceci afin d’éliminer autant 
que possible V’influence des variations de résistance individuelle 
a la maladie. 

Au cours de ce travail, nous avons dd utiliser successivement 
a quelques mois d’intervalle plusieurs émulsions de base au 1/10, 
toutes préparées suivant la méme technique et dans les mémes 
conditions. Pour des raisons matérielles, nous n’avons pu déter- 
miner sur la souris la DL;, de chacune de ces émulsions, mais 
la concordance des observations effectuées sur les témoins nous 
conduit 4 admettre qu’elles étaient bien de virulences analogues. 
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DETERMINATION DE LA PRESSION D’ INACTIVATION DU POUVOIR PATHOGENE 
DU VIRUS DE LA POLIOMYELITE TYPE 2, SOUCHE 'LANSING, 
DANS CERTAINES CONDITIONS. 


Nous avons tout d’abord cherché a déterminer la pression 
d’inhibition du pouvoir pathogéne de nos suspensions au 1/10 de 


TaBLEAu I, 
Pression d’inactivation du pouvoir pathogéne du virus. 


VALEUR DE LA PRESSION EN KG/CM? 


2 000 


10 


oy ie st Plate 


le else 


3 000 | 4 000 | 4 500 | 5 000 500 | 6 000 | 8 000 | 9 000 
10 = 40 40 — — — 

40 20 20 40 20 40 = Bs 
20 40 40) — — 50 — — 
90 70 60 60 — 10 = — 
— 90 = 70 — — — 
= 400 70 80 40 — a a 
100 — 80 90 — — —_ = 
= — =a —_ 80 10 — 
= = = == 60 90 — — 
ER ee Oe ied ol ae lied late ps = 
= ae — = 70 = — = 
= a aa = =e = 30 = 
= ae 90 a see a = be. 
_ a = 80 re = os 
= pay = = 90) = = = 
a sb hh sah eat ee 
— Fa: 5 aon ito Sean ee ers 
oz ai = = = == 50 = 
ae ss a) =e = = 60 = 

Il n’y a aucune variation de mortalité 
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virus Lansing a la température de 37° C, température des milieux 
vivants ou évolue normalement le virus. On remarquera qu’a 
37° © il est possible d’élever la pression jusqu’a 12000 kg/cm? 
sans qu’il y ait solidification de la suspension. 

Des expériences antérieures ont montré qu’avec certains micro- 
organismes au moins [8], la valeur de la pression inhibant tout 
pouvoir de prolifération dépendait considérablement du temps 
d’application de la pression et qu’il existait une pression infé- 
rieure limite au-dessous de laquelle, quelle que soit la durée 
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d’application de la pression, il n’y a pas inhibtiion du pouvoir 
de prolifération. La valeur de la pression inférieure limite étant 
de l’ordre de grandeur de la pression d’inhibition observée pour 
des durées de douze heures, nous avons effectué deux séries 
d’expériences de durées allant jusqu’a seize heures, expériences 
dont nous allons analyser les résultats. 

a) Mises en pression de trente minutes a une heure de durée. 
— Les échantillons de l’émulsion de base au 1/10 ont été soumis 
a des pressions ayant en tonnes par centimétre carré les valeurs 
suivantés 212-054) 45,1555, 6, 8; 9,910,011)" 12. 

Treize lots de 10 souris chacun ont servi au contrdle de la 
virulence des 12 échantillons pressés et du témoin. Dans les 
colonnes verticales du tableau I on lit le pourcentage de mor- 
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. 


talité par poliomyélite, les jours étant comptés a paruir de l’ino- 
culation d’épreuve pour le lot de souris correspondant a 1’échan- 
tillon d’émulsion soumis a la pression indiquée en téte de 
colonne. Sur la figure 2 nous avons rassemblé les courbes 
représentatives de l’évolution du pourcentage de mortalité en 


TasLeau II A. 
Pression d’inactivation du pouvoir pathogéne du virus. 


VALEUR DE LA PRESSIUN EN KG/CM? 


TEMOINS 


4 000 6 000 }(1) 8 000)(2) 8 000} 10 000 


Dans les colonnes verticales on lit les pourcentages de mortalité en fonction 
du temps dans des lots de 10 souris ayant recu par voie intracérébrale des’ injec- 
tions de 0,01 ml d’émulsion au 1/10 de virus Lansing ayant été soumis a 
action des pressions indiquées en téte des colonnes. La température était 
de 37°C, le temps d’application de la pression de seize heures. 

Au dela du trente-sixisme jour et jusqu’é la fin de V’expérience la mortalité 
ne varie plus. 


oer 
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fonction du temps pour chaque lot. Afin de ne pas surcharger la 
figure 2 nous n’y avons pas porté les points expérimentaux qui 
ne présentent d’ailleurs que trés peu d’écart par rapport aux 
tracés. 

En examinant le tableau I et la figure 2 on voit que les échan- 
tillons pressés ont des virulences analogues a celle du témoin 
jusqu’a une pression de l’ordre de 4 000 kg/cm? et que des pres- 
sions supérieures ou de lordre de 10 000 kg/cm? sont nécessaires 
pour inactiver le pouvoir pathogéne. Aux pressions intermédiaires, 
il semble qu’il y ait destruction et atténuation d’une proportion 
de virus d’autant plus grande que la pression est plus élevée, 
le pourcentage de survies s’élevant tandis que diminue la pente 
de la partie linéaire de la courbe de mortalité, soit 45° pour 
8 000 kg/cm? contre 80° pour le témoin. 

Dans des conditions semblables 4 celles que nous venons de 
décrire nous avons comprimé sous 10 000 kg/cm? des échantillons 
de suspensions virulentes, mais pour des temps de quarante, cin- 
quante et soixante minutes. Lors des épreuves de virulence sur 


TasLeAu II B. 


POURCENTAGE DE MORTALITE 
VALEUR pris sur les courbes figuratives 
de la pression 

en kg/cm? 


au 10* jour | au 15* jour | au 20° jour | au 30° jour | au 40° jour 


60 98 100 100 100 
9 93 400 100 100 
24 40 50 50 50 
40 40 10 40 

0 0 0 0 
0 0 0 0 
90 90 90 90 


Mises en pressions d’une durée de seize heures 4 37° C. 


des lots de 10 souris, aucun décés n’a été constaté, tandis que la 
mortalité atteignait 100 p. 100 chez les témoins. 

b) Mises en pression d’une durée de seize heures. — Les expé- 
riences d’une durée de seize heures ont été effectuées aux pres- 
sions de 2, 4, 6, 8 et 10 tonnes/cm? suivant la méme technique 
que précédemment. Les résultats expérimentaux (tableaux II A 
et IIB, fig. 3) mettent en évidence un accroissement considé- 
rable des effets dus 4 la pression. Ainsi, pour la pression de 
6 000 kg/cm?, 50 p. 100 des souris du lot d’épreuve survivent, 
alors que la mortalité avait été de 100 p. 100 pour un temps 
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d’application de trente minutes de la méme pression. En selze 
heures, la pression de 8000 kg/cm? suffit a inhiber le pouvoir 
pathogéne de l’émulsion au 1/10 de VL au lieu de 10 000 kg/cm? 
en trente minutes. 

Nous nous proposons de mieux préciser ultérieurement l’in- 
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fluence du facteur temps d’application de la pression sur la 
valeur de la pression d’inhibition du pouvoir pathogéne du virus. 


RECHERCHES SUR LE POUVOIR ANTIGENE DU VIRUS POLIOMYELITIQUE, 
SOUCHE LANSING, SOUMIS A L ACTION DES HAUTES PRESSIONS. 


Des bactéries tuées par pression pouvant présenter un pouvoir 
antigéne se traduisant par un effet vaccinant [8], nous avons 
cherché & mettre en évidence l’existence d’un tel pouvoir sur la 
souche Lansing inactivée ou atténuée par les hautes pressions 
dans diverses conditions. 

Une premiére série d’essais de vaccination a été effectuée sur 
la souris en mai et juin 1954. 

Une émulsion de base, au 1/10 de VL ayant été préparée et 
un groupe de 50 souris divisé en 5 lots: a, b, c, Tl, T2 de 
10 animaux chacun, nous avons procédé comme suit : 

On a injecté par voie intracérébrale : 

1° A chacune des souris du lot (a), 0,02 ml d’un échantillon 
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d’émulsion comprimé sous 10000 kg/cm? durant seize heures 
a 387°C, 

i A chacune des souris du lot (6) 0,02 ml d’un échantillon 
d’émulsion comprimé sous 8 000 ‘kg/cm? durant seize heures 
aa? C. 

e A chacune des souris du lot (c) 0,02 ml d’un échantillon 
d’émulsion comprimé sous 11000 kg/cm? durant une heure 
a8 be O. 

Tasreau III. — Pouvoirs antigéne et vaccinant 
du virus inactivé par les hautes pressions. 


LOT @ Lor b LOT c eee 
10 000 kg/cem?| 8 000 kg/cm? | 11 000 kg/cm? 
16>... 37° "Cai 46: hi. 372 € 16 h., 37° G 
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Du 31° au 43° jour il n’y a eu aucun changement dans les mortalités. 
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Dans les colonnes verticales on lit les pourcentages de mortalité en fonction 
du temps aprés épreuve dans les lots a, 6, ¢, Tl, T2. Le mode de traitement de 
Vémulsion de base est rappelé en haut de chaque colonne. 

Au dela du quarante-cinquitme jour et jusqu’a la fin des expériences les morta- 


lités ne varient plus. 
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A chaque souris du lot Tl témoin servant 4 contréler la viru- 
lence de l’émulsion de base on a aussi injecté par voie intracéré- 
brale 0,02 ml d’émulsion de virus. 

Trente-deux jours aprés l’injection on a éprouvé toutes les 
souris du lot (a) en leur injectant par voie intracérébrale 0,02 ml 
d’émulsion virulente de virus Lansing diluée au 1/250. On 
a éprouvé de méme, le trente-deuxiéme jour, les souris du lot (c). 

Afin de se rendre compte de la durée de Vimmunité éventuel- 
lement acquise les souris du lot (b) n’ont été éprouvées que le 


400 
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cent douziéme jour. Les souris du lot T2 ont servi a contréler 
la virulence de l’émulsion d’épreuve. 

Comparant dans les différents lots l’évolution des pourcen- 
tages de mortalité en fonction du temps (tableau III, fig. 4), on 
remarque qu "au dixiéme jour suivant les inoculations d’ épreuve 
il n’y a aucun décés dans les lots a, b, c, alors que 80 p. 100 
des souris du lot T2 sont mortes et qu’aprés stabilisation des 
mortalités vers le vingtiéme jour il survit : 

50 p. 100 des souris du lot (a), 30 p. 100 du lot (b), 20 p. 100 
du lot (c), 10 p. 100 des souris du lot témoin. 

Il apparaissait done que cet essai de vaccination avait conféré 
aux souris une certaine protection contre l’infection. 

Pour confirmer les résultats obtenus nous avons réalisé, fin 
1954, une nouvelle série d’essais comparatifs ou l’on s’efforcait 
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d’obtenir Vimmunisation des souris par injection faite a deux 
reprises d’émulsions de virus soumises a l’action de la pression 
dans des temps différents. Une seule émulsion de base de prépa- 
ration nouvelle a servi dans cette série d’expériences a tous les 
essais qui ont été exécutés de la facon suivante : 

Un groupe de 150 souris ayant été divisé en 6 lots de 25 ani- 
maux chacun, on a tout d’abord injecté par voie intracérébrale : 

A toutes les souris des lots Al et Bl, 0,02 ml d’un échantillon 
d’émulsion comprimé sous 10000 kg/em?, durant seize heures 
EY ete e 

A toutes les souris des lots A2 et B2, 0.02 ml d’un échantillon 
d’émulsion comprimé sous 10000 kg/cm?, durant douze heures 
au A?. 

Au bout de quinze jours on a injecté aux souris des lots Al 
et Bl, toujours par voie intracérébrale, 0,02 ml d’un échan- 
tillon d’émulsion comprimé durant une heure a 37°C sous 
10 000 kg/cm?. 

Toutes les souris du lot (c) ont recu une injection identique. 
Le quarante-deuxiéme jour aprés la premiére inoculation, on 
a éprouvé toutes les souris des lots Al, A2, Bl, B2 en leur injec- 
tant par voie intracérébrale 0,02 ml d’un échantillon dilué au 
1/250 de l’émulsion virulente de base. 

Les souris du lot (c) ont été éprouvées de méme, mais trente- 
quatre jours aprés leur unique inoculation de vaccination. 

Les souris du lot D, témoin, ont été éprouvées dans les mémes 
conditions que les autres. 

Du fait de décés dus 4 une épidémie intercurrente de salmo- 
nellose, les lots, au moment de |’épreuve, comprenaient : 

49 souris pour le lot Al 
25 souris pour le Jot A2 
14 souris pour le lot Bi 
20 souris pour le lot B2 


25 souris pour le lot C 
48 souris pour le lot D 


103 souris ont donc subi ces tentatives de vaccination ; nous 
avons nommé lot E cet ensemble. 

En examinant l’évolution des pourcentages de mortalité par 
poliomyélite en fonction du temps dans les différents lots 
(tableau IV, fig. 5), on remarque qu’au dixiéme jour suivant 
lépreuve : 


50 p. 100 des souris témoins sont mortes contre : 


45 p. 100 des souris du lot. .... At 
49 p. 100 des souris du lot. .... Bt 
28 p. 100 des souris du lot. .... A2 
21 p. 100 des souris du lot. ... . B2 
22 p. 100 des souris du lot. .... C 


20 p. 100 des souris de l'ensemble . E 
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Tasteau IV. — Pouvoirs antigéne et vaccinant 
du virus inactivé par les hautes pressions. 


Lot A2 
103 ke/ycm? 
Lot Bi 
108 kg/cm? 
et 1h. 

h. 


12 hr. 


16h. 
Lor B2 
103 ko/em 
O20 
Lor C 
103 ke/em? 


Lor Af 
103 kg/cm? 
1 


16h. et 1 h. 


i) 


Dans les colonnes verticales on lit les pourcentages de mortalité en fonction 
du temps aprés épreuve dans les lots: Al, A2, Bl, B2, CG, E. Témoin D. Les 


modes de traitement de l’émulsion ayant servi aux essais de vaccination sont 
rappelés en haut des colonnes. La température a toujours été de 37° C. 
Au dela du quarantitme jour les mortalités ne varient plus. 
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Aprés stabilisation des mortalités il survit : 


41 p 400 des souris du lot D témoin ou 2/18 


20 p. 100 des souris du tot Ad ou 4/19 
43 p. 100 des souris du lot B4 ou 6/14 
36 p. 100 des souris du lot A2 ou 9/25 
25 p. 100 des souris du lot B2 ou 5/20 
16 p. 100 des souris du lot C ou 4/25 


Soit 27 p. 100 des souris de l’ensemble E, ou 28/103. 
On voit done que, pour les lots objets de tentatives de vacci- 
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nation, on observe, dans cette seconde série d’expériences comme 
dans la premiére, un retard notable dans la marche de la maladie 
et des taux de survie beaucoup plus élevés que dans le lot témoin. 
Les résultats obtenus dans les deux séries d’essais ne permettent 
pas d’établir avec netteté la supériorité d’un des modes de vacci- 
nation par rapport aux autres. 

Il nous a paru intéressant, d’autre part, de comparer entre 
eux, par une méthode de neutralisation, les taux en anticorps de 
trois immunsérums, P, C, F, obtenus aprés injection a des 
souris de suspensions de virus Lansing inactivées par action 
respectivement des hautes pressions, de la chaleur ou du formol. 

Nos suspensions de virus tué provenaient du traitement d’échan- 
tillons d’une émulsion virulente de base diluée au 1/5. 
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PREPARATION DES IMMUNSERUMS. 


ImmuNsERUM (P). — Vingt souris ont regu le méme jour, par 
voie intrapéritonéale, une injection de 0,1 ml d’un échantillon 
dilué au 1/20 de l’émulsion de base, échantillon ayant été 
comprimé a 10000 kg/cm? pendant trente minutes 4 37° C. 

L’injection ayant été répétée trois fois 4 quarante-huit heures 
d’intervalle, vingt et un jours aprés la derniére injection les 
20 souris ont été saignées au coeur. Les sérums rassemblés, on 
a recueilli en tout environ 10 ml d’immunsérum P. 


ImmuNsERUM (C). — L’immunsérum (C) a été préparé comme 
l’immunsérum (P), mais les virus étaient inactivés par chauffage 
de |’échantillon pendant trente minutes a 56° C. 


ImmunséRUM (F). — L’immunsérum (F) a été préparé en inacti- 
tivant préalablement le pouvoir-pathogéne de la suspension de 
virus au 1/20 en la formolant au 1/4 000, le contact virus-formol 
ayant été assuré pendant quatre jours 4 4° C. Pour tout le reste 
on a opéré comme pour les deux autres immunsérums. 


PREPARATION DES SUSPENSIONS VIRULENTES 
ET EXECUTION DES NEUTRALISATIONS. 


A partir de notre émulsion virulente de base au 1/5 on a pré- 
paré en quantité convenable des échantillons de suspensions 
virulentes aux dilutions de: 1/5, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400. 

Puis on a mélangé 4 volumes égaux des échantillons prove- 
nant des sérums P, C, F respectivement avec les émulsions viru- 
lentes au 1/5, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400. 

Enfin, des échantillons témoins de chaque suspension virulente 
ont été dilués par mélange 4 volumes égaux avec du sérum de 
lapin décomplémenté. Nous avons donc finalement obtenu 
20 échantillons de suspension, El a4 E20, correspondant au 
mélange pour : 


Et de la suspension virulente au 1/5 avec le sérum de lapin . (L) _ 
E2 de la suspension virulente au 1/5 avec lesérum ..... (P) 
E3 de la suspension virulen e au 1/5 avec le sérum ..... (C) 
E4 de la suspension virulente au 1/5 avec le sérum ..... (F) 


E1 4 E4 étaient done des suspensions de virus au 1/10. 

De méme les échantillons E5 4 E8, E9 4 E12, E13 a E16, E17 
a E20 correspondaient respectivement au mélange de chacune 
des autres suspensions virulentes avec les sérums L, P, C, F. 

Les échantillons El, E5, E9, E18, E17 étaient des témoins. 
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TABLEAU V. 


DILUTION (41/10). MORTALITE P. 100 


Lot L 4 Lot L 2 Lot L 3 Lot L 4 
Témoin Pressé Chauffé Formolé 


SsSllillISli1esisii 


Il n'y a aucune variation de mortalité entre le 20° et le 35° jour. 
90 100 90 


TasLteau VI. 


DILUTION (1/4100). MorTALITE Pp. 100 


Lot L 5 Lot L 6 Lot L 7 Lot L 8 
Témoin Pressé Chautté Formolé 


10 
— 40 
50 60 
10 = 
= 70 
80 90 


100 


et le 35¢ jour. 
400 400 100 
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TasLeau VII. 


DILUTION (1/200). MORTALITE P. 100 


Lot L 9 
Témoin 


Lol L 10 
Pressé 


Lot L 11 
Chauffé 


Lot L 12 
Lormolé 


1] n’y a aucune variation de mortalité entre le 14° et le 35° jour. 
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wm Lee ue Wich je. Sel 8p ce 


100 


TastEau VIII. 


100 


100 


DILUTION (1/400). MORTALITE P. 100 


Lot L 13 
Témoin 


il n’y a aucune variation de mor 


100 


Lot L 14 
Pressé 


400 


Lot L 15 
Chauffé 


90 


Lot L 16 
Formolé 


talité entre le 19° et le 35° jour. 


90 


HAUTES PRESSIONS ET VIRUS POLIOMYELITIQUE 591 


CoNTROLE DE LA VIRULENCE APRES NEUTRALISATION. 


Le contact entre les divers échantillons de sérums et les suspen- 
sions virulentes ayant été maintenu durant une heure a la tempé- 
rature de 87°C, puis une heure a + 4° C, on a immédiatement 
aprés procédé aux épreuves sur 20 lots de 10 souris chacun. 
L’épreuve de la virulence de I’échantillon était faite par 
injection intracérébrale 4 chacune des souris du lot Ln de 0,02 ml 
de suspension. 


TasLeau IX. 


DILUTION (1/800). MORTALITE Pp. 100 


Lot L 17 Lot L 18 Lot L 19 Lot L 20 
Témoin Pressé Chauffé Formolé 


Pid sit stilt Sela mh lt 
Petes ae PY A Sh 
LISI ISIL1SSlbtstttl 


80 
ation de mortalité entre le 20° et le 35° jour. 


100 


lor) 
Co 


On a conservé les lots L jusqu’a stabilisation des mortalités 
par poliomyélite que l’on a relevées chaque jour, l’examen histo- 
logique des tissus étant effectué. On peut lire ces mortalités pour 
chaque lot Ln dans les colonnes verticales des tableaux V a IX 
correspondant aux suspensions diluées au 1/10, 1/100, 1/200, 
1/400, 1/800. 

Nous avions aussi tracé pour chaque lot la courbe d’évolution 
du pourcentage de mortalité en fonction du temps. Sur la 
figure 6 nous avons rassemblé celles qui correspondent a Ja 
dilution de 1/800 et qui sont les plus significatives. 
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De l'examen des résultats expérimentaux, il ressort que pour 
les trois immunsérums l’effet de neutralisation, qui n’est vraiment 
apparent qu’a la dilution de 1/800, parait étre du méme ordre. 

Pour les 5 lots « témoins », c’est-a-dire ayant recu des injec- 
tions de suspensions virulentes diluées de moitié avec le sérum 
de lapin décomplémenté, la mortalité a toujours atteint 100 p. 100 
entre le onziéme et le seiziéme jour, tandis que les survies sont 
de 20 p. 100 pour les lots ayant regu des injections de suspen- 
sions de virus neutralisées par les immunsérums « pressé (P) » 


100 


LOT, LAF 


Mae 
LOT, c19 


MORTALITE % 


= LOT,F,20 


SUSPENSIONS 
AU 1/800 


Nombre de Jours 
4S 20 25  °&30 


Fic. 6. 


et « chauffé (C) », et de 30 p. 100 par l’immunsérum « for- 
molé (F) ». Pour ces trois derniers lots il y a ralentissemenat 
dans l’évolution de la maladie par rapport au témoin. 


CONCLUSION. 


De l'ensemble des faits observés il résulte que le pouvoir 
pathogéne du virus Lansing peut étre inactivé par des _pres- 
sions de Vordre de 8 4 10 000 kg/em?. La pression d’inhibition 
d’une suspension virulente donnée est d’autant plus basse que le 
temps d’application de la pression est plus long, mais il semble 
exister une limite inférieure de la pression inhibitrice. 

Le virus de la poliomyélite du type 2 (souche Lansing), dont 
le pouvoir pathogéne a été inhibé par la pression, conserve en 
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partie son pouvoir antigéne et devient, dans une certaine mesure, 
vaccinant. 

Nous nous proposons de poursuivre cette recherche en déter- 
minant en particulier la pression d’inhibition du pouvoir virulent 
de suspensions purifiées de la souche Lansing, a concentrations 
délerminées vis-a-vis de cultures de tissus, et de procéder a une 
étude systématique des modifications des propri¢tés antigéniques 
du virus poliomyélitique sous l’action de la pression. 


SUMMARY. 


The pathogenicity of the Lansing virus can be inactivated by 
pressures ranging from 8 to .10000 kg/cm?. The lower the 
pressure of inhibition, the longer must be the time of applica- 
tion, but there appears to exist a limit to the lowest inhibitory 
pressure. 

Type 2 poliomyelitis virus (Lansing strain), inactivated by 
pressure, retains in part its antigenic power, the exact evaluation 
of which will require further studies. 
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DETERMINATION DU TITRE ANTI-ALPHA 
DES SERUMS ANTI-PERFRINGENS A. 


par M, GUILLAUMIE, A. KREGUER, M. GEOFFROY et A. DESBRESLES (*). 


(Institut Pasteur) 


Pour titrer le sérum anti-perfringens A des chevaux en cours 
d’immunisation, nous avons utilisé de nombreuses préparations 
de toxine homologue faites avec trois souches de W. perfringens : 
Lechien, SS, Al00P. Nous avons ensemencé ces souches dans 
divers milieux nutritifs glucosés 4 1 p. 1000. Nous avons préci- 
pité les toxines par le sulfate neutre d’ammonium. 


Les toxines de la souche Lechien sont abondamment pourvues en 
hémolysine 6 quand nous employons, pour les préparer, du bouillon Vf 
ou des digestions chlorhydropepsiques de foie [4a], de placenta [4 b] ; 
nous étiquetons ces toxines El, E2, E3, etc. En introduisant la 
souche Al100P dans des bouillons Vf [4 ¢], nous obtenons des toxines 
contenant un taux variable d’hémolysine 4; nous les étiquetons EPI, 
EP2, EP3, etc. Nous avons toujours des toxines riches en hémolysine 4 
lorsque nous ensemencons la souche SS dans du bouillon Vf; par 
contre, les cultures de cette souche dans des bouillons Vf additionnés, 
par litre, de 1 4 2 g de foie cuit ou de 0,07 4 0,08 g de cholestérol [2], 
contiennent l’antigéne 9g, a l'état dominant ; toutes les toxines que 
nous avons successivement faites avec la souche SS ont été étique- 
tées ES1, ES2, ES8, etc. r 

Nous avons indiqué en 1946 la technique que nous avons suivie 
pour évaluer le pouvoir combinant de nos différentes toxines, in vitro, 
en présence de sérum humain (SH) comme indicateur : nous avons 
d’abord recherché le poids de toxine perfringens qui, en présence de 
1/20 d’unité anti-a du sérum étalon international anti-perfringens A 
détermine in vitro une légére opalescence dans 0,1 ml de SH ; nous 
avons dénommé Le/20 cette quantité de toxine. Par extension, nous 
avons appelé Le/20 Ca le poids de toxine qui, en présence de chlorure 
de Ca et de 1/20 d’unité anti-o fait apparaitre un léger trouble dans 
0,1 ml dindicateur: SH ou émulsion de jaune d’cuf (LV); nous 
avons comparé les résultats des dosages faits en présence de doses 
variables de Ca [3, 4]. Nous avons dénommé Le le poids de toxine 
qui, en présence de Ca et d’une unité internationale anti-a, opacifie 
appréciablement 0,1 ml de SH ou de LV. Nous avons fait stérilement 
ces déterminations dans des tubes de verre de 5 x 55 mm. Lorsque 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1956. 
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nous les avons réalisées en présence de chlorure de Ca, ce sel a 4té 
ajouté a la toxine avant le sérum étalon international. Dans tous les 
cas, les mélanges de toxine a titrer et d’antitoxine internationale sont 
mis pendant quarante-cing minutes dans une étuve & 37° avant d’étre 
additionnés de SH ou de LV; les mélanges contenant 0,1 ml d’indica- 
teur sont ensuite maintenus 4 37° pendant seize A dix-huit heures, puis 
examinés : le mélange qui présente alors une opalescence perceptible 
contient une trace d’antigéne 9, non combiné capable de réagir sur 
Vindicateur (volume total du mélange toxine + Ca + antitoxine 
+ indicateur : 0,3 ou 0,35 ml). 

La dose L+ de nos toxines est déterminée sur souris blanches de 
17 & 20 g: elle indique le poids de toxine qui, en présence d’une unité 
internationale d’antitoxine g, tue la moitié environ des souris inoculées 
dans les veines. Le mélange toxine + antitoxine est maintenu a 37° 
pendant quarante-cing minutes avant d’étre injecté. Chaque souris 
recoit 0,5 ml de mélange. La toxine est employée en solution dans 
de l’eau physiologique (eau distillée additionnée de 9 p. 1 000 de CINa) ; 
la dose L+/2 est recherchée en présence de 1/2 unité d’antitoxine ¢, 
internationale. La dose LN/10 est déterminée par le procédé des injec- 
tions intradermiques au cobaye (Ann. Inst. Pasteur, 1955, 89, 377). 


Titrage des sérums anti-perfringens. 


Aprés avoir déterminé, avec un sérum étalon international anti- 
perfringens A, les doses L+, L+/2, Le/20, Le/20 Ca et Le d’une série 
de toxines perfringens, nous employons ensuite ces toxines compara- 
tivement pour rechercher in vivo et in vitro le titre anti-o, des sérums 
anti-perfringens A prélevés aux animaux pendant l’immunisation. Les 
toxines sont dissoutes vingt A trente minutes avant les titrages ; les 
solutions toxiques sont centrifugées. 

Dans les dosages in vivo, réalisés sur souris, nous dissolvons les 
toxines dans de l’eau physiologique 4 pH 7,2 et diluons les sérums 
4 titrer avec de l’eau physiologique a pH 6,8-6,9 ; chaque mélange 
de toxine et de sérum est laissé 4 37° pendant quarante-cing minutes 
puis injecté par voie veineuse 4 des souris blanches de 17 4 20 g. Le 
volume injecté & chaque souris est de 0,5 ml. Les souris sont observées 
pendant trois jours. Les toxines utilisées au cours de ces titrages 
in vivo sont toutes des toxines 4 antigéne o dominant. 

Dans les dosages in vitro, nous titrons les immunsérums en présence 
de lVindicateur (SH ou LV) qui a servi a déceler le poids de toxine qui 
est capable de se combiner avec 1’étalon international dans des condi- 
tions bien définies. Le SH provient d’individus 4 jeun ; il est abso- 
lument limpide ; il est filtré sur bougie stérile L2, puis chauffé 4 56° 
pendant une heure. L’émulsion LV est presque toujours préparée 
ainsi : battre un jaune d’ceuf frais (de poule) dans 500 ml d’une solu- 
tion de CINa A 0,9 p. 100. Ajouter 20 g de kaolin [5]. Agiter, filtrer, 
conserver le filtrat en tubes stériles [4]. Parfois l’émulsion est faite 
d’aprés les indications de A. Skulberg et W. E. van Heyningen Gila: 
le jaune d’ceuf frais est battu dans 500 ml d’une solution de CINa 
a’ 1 p. 100. Ensuite, nous clarifions l’émulsion en l’additionnant de 
50 g de « Celite analytical » Johns-Manville. Nous agitons, filtrons (sur 
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papier puis sur bougie L2) et conservons le filtrat 4 2° dans des tubes 
stériles. Nous avons désigné par LV1l5c une émulsion obtenue dans 
ces conditions ; son pH est de 5,9. 


Voici les modalités du titrage in vitro des sérums anti-perfrin- 
gens. 
DETERMINATIONS in vitro 
EN PRESENCE D'UNE DOSE Le/20 DE TOXINE perfringens 
TITREE EN L’ABSENCE DE Ca. 


La toxine est dissoute dans de l’eau physiologique ajustée 
a pH 7,2 avec NaOH N/10. La dose Le/20 de la toxine est évaluée 
en présence de 0,05 unité d’antitoxine a internationale et de SH. 
Deux titrages permettent ensuite généralement de connaitre la 
teneur en antitoxine o d’un sérum anti-perfringens d’activité tout 
4 fait inconnue ; nous effectuons ainsi le premier de ces titrages : 
nous répartissons, dans une série de tubes stériles de 5 x 55 mm, 
une dose Le/20 de toxine perfringens, 0,05 ml d’eau physiolo- 
gique (pH 6,85), puis des quantités décroissantes de l’immun- 
sérum a titrer, dilué avec de l’eau physiologique (pH 6,8-6,9) : 
0,05 ml de ce sérum dilué 4 1 p. 50, 4 1 p. 100, a 1 p. 200 et 
a 1 p. 400. Les mélanges sont incubés 4 37° pendant quarante- 
cing minutes puis additionnés de 0,1 ml de SH. Les tubes sont 
laissés pendant seize 4 dix-huit heures 4 37° et examinés. Les 
différentes conditions de ce premier titrage sont résumées dans 
le tableau I. Le deuxiéme titrage ne différe du premier que par 
VYemploi de doses de sérum anti-perfringens trés rapprochées. 


Tasrrau I. — Détermination du titre anti-c d’un sérum anti- 
perfringens A. Titrage in vitro en présence d’une dose Le/20 
de toxine perfringens A. 


Numéro des tubes 


olution de toxine contenant 
10 doses Le/20 par ml (en ml).. 


Eau physiologique (enml).... > , , 0,05 


Sérum anti-perfringens (en ml )]0,05 4 1/20 |0, 05 4 1/50 |0,05 a 1/100| 0, 05 21/200|0,05 a 1/400 


Titre anti- essayé (en UL)... 


La notation des résultats est facile. Un mélange légérement 
opalescent de toxine, d’antitoxine et de SH indique le terme du 
trage ; un tel mélange contient la quantité d’anti-lécithinase «. 
qui neutralise presque complétement la dose d’épreuve de toxine 
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c’est-a-dire une dose Le/20; étant données nos conditions expé- 
rimentales, ce mélange indique d’emblée en unités internationales 
le titre anti-a du sérum anti-perfringens examiné. 

Résultats. — Nous avons souvent comparé les résultats que 
nous avons obtenus en utilisant des toxines perfringens a anti- 
gene a dominant pour ttrer divers sérums anti-perfringens soit 
in vitro vis-a-vis d’une dose Le/20 de toxine selon le procédé 
que nous venons de donner, soit in vivo vis-a-vis d’une dose L-++ 
de toxine. 

Titrages avec la toxine ES6. — In vitro, les sérums 415 et 589 
trent respectivement 42 et 240 unités anti-lécithinasiques ; d’aprés 
les litrages in vivo, le premier titre 40 unités et le second : 240. 
Le rapport des doses LN et L+ de la toxine ES6 est égal a 1,1; 
celui des doses LN et L+ de la toxine ES10 a pour valeur 1,3. 

Titrages avec la toxine ES10. — Les sérums 415, 185 et 589 
titrent respectivement 42, 55 et 290 unités in vitro. In vivo, le 
premier titre 38 4 40 unités, le deuxiéme : 65 et le troisiéme : 800. 
Dans le tableau II d’un article récent {7], nous avons signalé le 
titre de ces trois sérums vis-a-vis de bien d’autres préparations 
de toxine perfringens A contenant l’antigéne « a |’état dominant. 

Titrages avec la ltoxine EP5. — In vitro, le sérum 415 titre 
43 unités, le sérums 185: 75 a 80 unités et le sérum 589: 
280 unités. In vivo, le premier titre 35 a 38 unités, le deuxiéme : 
65 a 70 et le troisiéme : 260 a 280. Le rapport des doses LN 
et L+ de la toxine EP5 est égal a 1,1 [7]. 


DETERMINATIONS tn vilro EN PRESENCE DE Ca. 


En 1953, Cinader [8] détermine les courbes de neutralisation de la 
lécithinase perfringens o par des quantités croissantes d’anti-lécithi- 
nase homologue, en présence de lécithine et de doses variables de 
Cl,Ca ; enzyme est ajouté a l’anti-lécithinase (sérum de cheval), soit 
trente minutes avant la lécithine, soit en méme temps que ce substrat. 
D’aprés Cinader, lorsque l’enzyme est incubé avec le sérum anti- 
perfringens avant l’addition de la lécithine, l’aspect de la courbe de 
neutralisation n’est pas influencé par une augmentation de Cl,Ca 
dans le mélange de 0,0004 4 0,004 M. Par contre, si l’auteur mélange 
simultanément l’enzyme, l’anticorps et la lécithine, la dose de Ca dans 
le mélange influence les résultats : la combinaison de l’enzyme avec 
l’anticorps est plus faible dans le mélange riche en Cl,Ca (0,004 M) 
que dans celui qui est moins calcifié (0,0004 M Cl,Ca) ; dans ce systéme 
formé de lécithinase, d’anti-lécithinase et de lécithine, une compé- 
tition se produit entre l’anticorps et le substrat pour l’enzyme : plus 
la concentration en ions Ca est grande, plus l’équilibre de la réaction 
est altéré en faveur du complexe lécithinase-substrat [9]. 


Lorsque nous avons recherché, en présence de Ca, le titre anti-o 
des sérums anti-perfringens, nous avons pris de l'eau physiolo- 
Annales de UJnstitut Pasteur, t. 90, n° 5, 1956. 40 
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gique ordinaire (EP ord.) ajustée a pH 7,2, de eau physiolo- 
gique phémiquée (EP ph.) ou divers tampons pour dissoudre 
chacune des toxines employées au cours des dosages. Nous avons 
souvent comparé les résultats ainsi obtenus a ceux des titrages 
réalisés en l’absence de Ca. Nous avons également confronté 
les résultats des déterminations effectuées en présence de doses 
différentes d’une méme toxine. 


J, —- TiTRAGES AVEC UNE FAIBLE DOSE DE TOXINE EN SOLUTION 
DANS L’ EAU PHYSIOLOGIQUE ORDINAIRE. 


Dans une série de tubes stériles de 5 x 55 mm, nous introdui- 
sons une dose Le/20 de toxine dissoute dans EP ord. [8], 0,05 ml 
de chlorure de calcium a 5 p. 100 (1) et des doses décroissantes 
de sérum anti-perfringens dilué avec EP ord. ajustée a pH 6,8- 
6,9; aprés quarante-cing minutes de contact, nous ajoutons 
0,1 ml de SH. Les mélanges sont mis pendant seize a dix-huit 
heures 4 37° et examinés. Un mélange légérement opalescent 
indique le titre du sérum. 


La dose d’épreuve de toxine employée au cours de ce titrage est 
évidemment déterminée en présence de 0,05 mJ] de chlorure de Ca 
a 5 p. 100, de 0,05 unité d’antitoxine o internationale et de 0,1 ml 
de SH, la toxine étant en solution dans EP ord. (pH 7,2) et J’antitoxine 
diluée avec EP ord. (pH 6,8-6,9). 


Résultats. — En comparant les résultats des titrages faits en 
présence ou en l’absence de Ca, dans les conditions expérimen- 
tales énoncées précédemment, nous avons constaté que les titres 
anti-lécithinasiques déterminés en présence d’une forte dose de 
Ca étaient égaux ou inférieurs, rarement supéricurs a ceux 
obtenus en Pabsence de Ca. Quelques- -uns de nos résultats sont 
reproduits dans le tableau II. 

Les titres des sérums 415 et 135 notés dans ce tableau varient 
plus ou moins avec la toxine employée dans nos titrages in vitro ; 
ces variations sont de lordre de celles que J. Ipsen [40] a obser- 
vées au cours des titrages qu’il a réalisés in vivo avec différentes 
toxines de type a mises en solution dans de l’eau physiologique 
ordinaire. Nous avons récemment [7] groupé dans un tableau 
quelques-uns des résultats de J. Ipsen. 

L’opalescence des mélanges de toxine, d’antitoxine et de SH 
est plus marquée en présence de la quantité de Cl,Ca que nous 
avons indiquée qu’en Vabsence de ce sel; les ions Ca facilitent 
la lecture des résultats sans nous entrainer 4 attribuer aux sérums 


(1) Nous dissolvons 5 g de chlorure de calcium cristallisé (Cl,Ca 6 H,O) 
dans 100 ml d’eau distillée. 
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Tasteau Il. = Pouvoir antitoxique de six sérums anti-perfringens A 
vis-a-vis de différentes préparations de toxine perfringens. 
Titrages in vitro en présence ou en l’absence de chlorure de 
calcium. 


Toxine Sérum 415 |Sérum 135] Sérum 289] Sérum 107] Sérum 1243 j,| Sérum 524 
perfringens (UI) (UI) 


350-375 


400-425 


+ C12Ca 


sans CloCa 


12Ca 
ES 10 
* Isans Cl2Ca 


UI, unités internationales. 


une valeur anti-o trop forte ; aussi avons-nous pendant un certain 
temps continué a mettre 0,05 ml de Cl,Ca a 5 p. 100 dans les 
séries de tubes préparés pour titrer un immunsérum. 


Il. —— TirRAGES AVEC UNE FAIBLE DOSE DE TOXINE EN SOLUTION 
DANS L’EAU PHYSIOLOGIQUE PHENIQUEE. 


Au cours de quelques essais d’orientation, nous avons expéri- 
menté avec des toxines en solution dans de l’eau physiologique 
additionnée de 0,3 p. 100 de phénol-neige (EP ph.). Les sérums 
anti-perfringens a titrer ont été dilués avec EP ph. Au cours de 
ces titrages, faits en présence de la dose habituelle de Ca et de 
SH dans des tubes de 5 x 55 mm, nous avons pris comme dose 
d’épreuve de toxine une dose Le/20 Ca déterminée en présence 


d’EP ph., de Ca et de SH. 
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Les résultats de ces titrages in vitro, exprimés en UI, ont 
concordé avec ceux que nous avons obtenus in vivo en utilisant 
la dose '‘L+ de différentes autres toxines en solution dans EP ord. 
Ainsi, un de nos sérums titre in vitro, 360 UI anti-lécithinasiques 
en présence de la toxine E42 et, in vivo, 380 UI anti-a en pré- 
sence de la toxine ES3. Deux autres sérums titrent in vitro, 
400 unités (toxines ES7 et ES16) et, in vivo, 380 unités (tox. EPS 
et ES12). Les toxines employées au cours de ces titrages in vivo 
sont des toxines perfringens a antigéne « dominant. 


Ill]. — TirraGres FAITS COMPARATIVEMENT AVEC DEUX DOSES TRES 
DIFFERENTES DE TOXINE. 


Nous avons procédé a des essais comparatifs d’un autre ordre ; 
nous avons recherché, in vitro, en présence de Ca et de SH, le 
litre d’un méme sérum anti-perfringens en prenant comme 
dose d’épreuve de toxine homologue, deux poids trés dilffé- 
rents de la méme préparation: par exemple, 0,14 mg et 
2,6 mg de toxine perfringens E47 en solution dans de leau 
physiologique ; 0,14 mg représente la valeur de la dose Le/20 Ca 
et 2,6 mg la dose Le de cette toxine. Le titrage du sérum 
anti-perfringens en présence d’une dose Le/20 Ca de toxine 
est effectué dans les conditions que nous avons rappelées précé- 
demment ; le dosage en présence de la dose Le est fait selon le 
principe que nous mentionnons plus loin; les volumes d’immun- 
sérum employés au cours de ces deux tests sont évidemment 
différents : ils sont calculés de telle sorte que les deux titrages 
expriment en UI le titre de ce sérum. En titrant le sérum 1242 j 
dans ces deux conditions, nous avons abouti au méme résultat ; 
nous avons trouvé que ce sérum contenait 375 UI. Trois autres 
sérums ont été éprouvés de la méme maniére en présence des 
doses Le/20 Ca et Le de la toxine E42; les résultats ont été 
satisfaisants. Dans d’autres cas, nous avons titré des sérums en 
présence de la dose Le/20 Ca des toxines E42 et E48, et, compa- 
rativement, vis-a-vis d’une dose Le de différentes autres toxines 
dissoutes dans l’eau physiologique en prenant dans tous les 
titrages le méme échantillon de SH. ‘Les résultats de ces déter- 
minations comparatives ont différé de 5 4 10 p. 100; deux d’entre 
elles ont présenté des discordances plus importantes. Premier 
exemple : le sérum 1243] titre seulement 350 4 375 UI d’aprés 
le dosage fait en présence de la dose Le/20 Ca de la toxine E42 
alors que les déterminations en présence de Ca et de la dose Le 
des toxines ES11, ES12, ES15 lui attribuent les titres respectifs 
suivants : 425, 500 et 450 UI. Deuxiéme exemple : le sérum 524 
(tableau VIII) titre 330 unités anti-E42 ou 825 unités anti-E48 : 
par contre, il titre 475 unités d’aprés les dosages avec une 


DETERMINATION DU TITRE ANTI-PERFRINGENS ALPHA 601 


dose Le de la toxine ES15 ou de la toxine ES16 (déterminations 
en présence de SH19). 


A la suite de ces observations, nous avons entrepris sur une 
plus grande échelle le titrage des sérums anti-perfringens en preé- 
sence d’une dose Le de différentes toxines dissoutes comparati- 
vement dans de l’eau physiologique et dans d’autres solvants. 
Nous avons déja exposé notre procédé de détermination de cette 
dose Le [4]. Nous n’y reviendrons pas. Nous rappellerons seu- 
lement la valeur de la dose Le de plusieurs toxines ayant servi 
a rechercher le titre de plusieurs sérums. Mais, auparavant, 
signalons les résultats des titrages que nous avons effectués en 
présence de deux quantités différentes de Cl,Ca cristallisé. 


IV. — TirRaGES EN PRESENCE DE DEUX QUANTITES DIFFERENTES 
DE Ca. 


Nous avons utilisé de l’eau physiologique pour dissoudre les 
toxines perfringens et diluer les sérums anti-perfringens a titrer. 

1° Nous avons d’abord titré cinq sérums anti-perfringens en 
présence de quantités appropriées de la toxine E42; nous avons 
employé des quantités de Ca variant de 5 a 1. Pour titrer chaque 
sérum, nous avons mis dans une série de tubes préparés dans 
ce but 0,482 mg de toxine E42 et 0,05 ml de Cl,Ca a 5 p. 100, 
puis, dans une autre série de tubes : 0,486 mg de toxine E42 et 
0,05 ml de Cl,Ca a 1 p. 100. Dans tous les tubes, nous avons 
ajouté des doses décroissantes du sérum a titrer et, quarante-cing 
minutes plus tard, 0,1 ml du méme échantillon de SH (SH21). 
Volume total des mélanges : 0,35 ml; lecture des résultats dans 
les conditions habituelles. La quantité de toxine mise dans les 
premiers tubes (0,432 mg) représente la dose Le/20 Ca de la 
toxine E42 titrée en présence de |’étalon international, de 0,05 ml 
de Cl,Ca a5 p. 100 et du SH21. La quantité de toxine introduite 
dans les autres tubes (0,486 mg) indique la valeur de la dose 
Le/20 Ca de la toxine E42 titrée avec le méme étalon et avec 
le méme SH, mais en présence de 0,05 ml de Cl,Ca a 1 p. 100. 


2° Nous avons ensuite utilisé la toxine ES16 pour titrer 3 des 
sérums anti-perfringens précédents. Ces immunsérums ont été 
titrés soit en présence de 1,8 mg de toxine ES16 + 0,05 ml de 
Cl,Ca 4 5 p. 100, soit en présence de 1,9 mg de toxine ES16 + 
0,05 ml de ClyCa 4 1 p. 100. Dans tous les dosages, nous avons 
pris comme indicateur le SH21. Signalons que la dose Le de la 
toxine ES16, en présence de SH21, est égale a 1,8 ou 4 1,9 mg 
suivant que le chlorure de Ca employé au cours du titrage de 
cette toxine est a 5 p. 100 ou a 1 p. 100; la dose la plus forte 
de Ca modifie done peu le pouvoir combinant de cette toxine 
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avec l’antitoxine a du sérum étalon international anli-perfrin- 
gens A (2). 

Résultats. — Dans les conditions expérimentales que nous avons 
indiquées, nous n’avons pas observé de différences significatives 
entre les résullats que nous avons obtenus en titrant un méme 
sérum anli-perfringens en présence de chlorure de Ca a 5 p. 100 
ou a1 p. 100. Quelques-uns de nos résultats sont donnés dans 
le tableau III. On voit, par exemple, que le sérum 524 titre 330 UI 
en présence de 0,432 mg de la toxine E42 et de la solution cal- 
cique 2 5 p. 100; il titre 840 UI en présence de 0,486 mg de la 
toxine E42 et de la solution calcique & 1 p. 100. Le sérum 1253 j 
titre 475 UI, que le titrage soit fait en présence de 1,8 mg de 
la toxine ES16 et de la solution calcique a 5 p. 100 ou en présence 
de 1,9 mg de la toxine ES16 et de la solution calcique a 1 p. 100. 
On remarque d’autre part la similitude des résultats obtenus en 
titrant le sérum 102 avec les toxines E42 et ES16. 


Tisreau If], — Pouvoir antitoxique de quatre sérums anti-perfrin- 
gens A vis-a-vis de deux toxines additionnées de doses variables 
de chlorure de calcium cristallisé. 


Toxine perfringens eee ah 524|Sérum 1243 j.|Sérum 1253 j.|Sérum 102 
Echantillon|dose d'épreuve||Cl2 Ca 6H2 (UI) (UI) (UI) (UI) 
0,432 mg a5 % 330 320 400 575 
E 42 
0,486 mg al % 340 315 400 525 
1,8 mg a5 % 475 550 
ES 16 
1,9 mg a1% 475 575 
\V. — TITRAGES AVEC DES TOXINES perfringens DISSOUTES COMPA- 


RATIVEMENT DANS DES LIQUIDES TRES DIFFERENTS. 


a) Valeur des doses Le et Le/2 de plusieurs toxines. 

Le pouvoir combinant Le des toxines est évalué avec Ll étalon 
international anti-perfringens A. Les toxines sont employées 
comparativement en solution : 

1° Dans de Veau physiologique ordinaire (EP ord.) ajustée 
a pH 7,2 avec NaOH N/10. 


(2) On peut voir, dans le tableau IV, que la dose Le de cette toxine 
est égale & 2 mg lorsque la toxine est dissoute dans de l’eau physio- 
logique gélatine-calcium, puis titrée en présence de SH22 (tubes de 
5 x 65 mm, lecture des résultats au bout de seize A dix-huit heures 
4 387°). L’eau physiologique gélatine-calcium est un solvant proposé 
par A. Skulberg et W. E. van Heyningen [6]. 
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2° Dans de l’eau physiologique additionnée de 0,3 p. 100 de 
phénol-neige (EP ph.). 

3° Dans un tampon de pH 7,2 [44] préparé selon les indications 
de Kémény et Illés (tampon gél.); dans un tampon peptoné de 
pH 8 (tampon BBS) analogue a celui qui a été utilisé par 
C. L. Oakley (8). 

4° Dans de l’eau distillée additionnée, par litre, de 10 g de 
ClNa, 3 g de gélatine [6], 0,294 g de CljCa2H,O (EP gél. Ca). 


Tisteau TV. — Valeur de la dose Le et de la dose Le/2 de quelques 
toxines perfringens titrées in vitro en présence de Ca dans diffé- 
rentes conditions 


Volume total et durée d’incubation de chaque mélange toxine + antitoxine-z 
internationale + indicateur (sérum humain ou émulsion de jaune d’ceuf). Valeur 
de la dose L+ /2 de la toxine P.1 titrée en l’absence de chlorure de Ca (injections 
intraveineuses). 


| Toxine perfringens titrée Titrage Vol. tot. Durée 
en 


de*chaque dt 
P.1j}E42 |ES11 |ES 12) ES15|ES16] présence mélange |incubation | Indicateur 
mg 


(mg) (mg) |(mg) 


(heures) 


Tampon gél. 


Tampon BB 


EP ord., eau physiologique ordinaire. EP ph., eau physiologique phéniquée. 
EP gél. Ca, eau physiologique + gélatine + Ca. SH, Sérum humain. LY, émulsion 
de jaune d’ceuf. 


(3) La peptone Parke Davis est un des constituants du tampon BBS 
de C.L. Oakley [42]; n’ayant pas cette peptone a notre disposition, 
nous l’avons remplacée par la peptone pancréatique 5 B des Etablis- 
sements Vaillant. 
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Au cours des titrages, nous avons utilisé des tubes de 5 x 55 mm 
ou de 9 x 90 mm; nous avons mis 0,1 ml d’indicateur (SH ou 
LV) dans les petits tubes, 0,5 ml dans les grands; le volume 
total des mélanges toxine + antitoxine + indicateur est de 0,35 ml 
dans le premier cas et de 1 ml dans le second (tableau IV). Les 
mélanges placés dans les petits tubes sont incubés a 37° pendant 
seize a dix-huit heures ; les autres sont laissés dans un bain-marie 
a 37° pendant une heure ou trois heures, quelquefois plus long- 
temps (tableau IV). 

Dans le tableau IV, nous indiquons : 

1° La valeur de la dose Le de quatre toxines dissoutes dans 
de l’eau physiologique ordinaire ou phéniquée puis titrées en 
présence de 0,05 ml de chlorure de calcium a4 5 p. 100 dans nos 
conditions habituelles [4]. 

2° La dose Le des mémes toxines en solution dans le tampon 
gélatiné ; la dose Le de deux de ces toxines en solution dans le 
tampon BBS. 

3° La dose Le/2 de deux autres toxines en solution dans 
VEP gél. Ca de pH 6,2. 

4° La dose L+/2 de la toxine P.1 en solution dans l’EP ord. 
(lorsque la toxine P.1 est titrée en présence d’EP gél. Ca, on 
obtient les résultats suivants: la dose L+/2 =3,2 mg; la 
DMm = 0,16 mg; donc, dans ces conditions de titrage, la dose 
LL+/2 de la toxine P.1 représente 20 DMm). 

Les toxines P.1, ES11 et ES12 sont des toxines a antigéne o 
dominant. 

L’activité hémolytique des toxines ES11 et ES12 titrées en 
l’absence de Ca et la valeur de leurs doses LN et L+ est indiquée 
dans un article précédent [7]. L’antigéne a des toxines E42, ES15 
et ES16 est accompagné de beaucoup d’hémolysine 4 (4). 

La dose Le de la toxine ES15 non additionnée de Cl,Ca est 
égale 4 1,15 mg en présence d’EP ph. et de 0,1 ml de SHI6; 
celle de la toxine ES12, dans les mémes conditions, est égale 
a 1,05 mg. La dose L+ de ces toxines a été déterminée en 
présence @’EP ord. et de l’étalon anti-perfringens danois de 1942 : 
la dose L+ de la toxine ES11 a pour valeur 1,3 mg et celle de 
la toxine ES12 est égale 4 1 mg. 


b) Conditions générales du titrage des sérums anti-perfringens 


(4) L’hémolysine 0 ne produit pas de changement dans 1’émul- 
sion LY [43]; elle n’influence pas la détermination in vitro du titre 
anti-lécithinasique o des sérums anti-perfringens A : ainsi, le sérum 415 
titre 40 unités anti-o, lorsque le dosage est fait avec la toxine E40 [3] 
contenant o et beaucoup d’hémolysine 6 ; ce sérum contient 42 unités 
anti-o, d’aprés les titrages effectués en présence des toxines ES6 et 
ES10 de type o, (le méme échantillon de SH a été utilisé au cours de 
ces différentes déterminations). 
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en présence de la dose Le de différentes préparations de toxine 
perfringens A. 

Les conditions générales du titrage d’un sérum anti-perfringens 
dépendent de la nature du solvant employé pour dissoudre la 
toxine perfringens ajoutée au sérum et de U’indicateur qui décéle 
effet lécithinasique d’une trace de toxine non neutralisée. 


1° Si la toxine est dissoute dans ]’EP ord. ajustée A pH 7,2, le sérum 
anti-perfringens 4 titrer est dilué avec EP ord. (pH 6,8-6,9) : lorsqu’on 
veut faire le titrage en présence de SH, prendre comme dose d’épreuve 
de toxine perfringens la valeur Le déterminée en présence d’EP ord., 
de Ca et du méme échantillon de SH ; si l’immunsérum est titré en 
présence de LV, prendre comme dose d’épreuve de toxine la valeur Le 
déterminée en présence d’EP ord., de Ca et de la méme émulsion LV. 

Dans quelques cas, nous avons remplacé |’émulsion LV par une 
solution de lécithine pure (5) extraite du jaune d’cuf [44]. 

2° Si la toxine est dissoute dans 1’EP ph., le sérum A titrer est dilué 
avec EP ph. Lorsque le titrage doit étre effectué en présence de SH, 
prendre comme dose d’épreuve de toxine la valeur Le déterminée en 
présence d’EP ph., de Ca et de SH. Si le titrage est réalisé en pré- 
sence de LV, prendre comme dose d’épreuve de toxine la valeur Le 
déterminée en présence d’EP ph., de Ca et de LV. 

3° Toxine en solution dans un tampon calcifié. Sérum dilué avec ce 
tampon. Dose d’épreuve de toxine : valeur Le trouvée en présence de 
ce tampon et de LV. 


Ces généralités sur les solvants et les indicateurs employés .au 
cours du titrage d’un sérum anti-perfringens étant données, voici 
comment nous réalisons le titrage lui-méme. 

c) Réalisation du titrage d'un sérum anti-perfringens. 


1° Préparer une solution de toxine contenant, par millilitre, 10 doses 
Le de la toxine choisie pour titrer le sérum ; mettre 0,1 ml de cette 
solution dans cing tubes de 5 mm de diamétre intérieur, c’est-a-dire 
une dose Le par tube. 

2° Ajouter dans les tubes 0,05 ml d’une solution a 5 p. 100 de 
Cl,Ca 6H,O ou 0,05 ml de tampon calcifié suivant que la toxine est 
dissoute dans un liquide sans Ca ou dans un tampon. 

3° Répartir dans les différents tubes des doses décroissantes du sérum 
\ titrer variant du simple au double: 0,1 ml de sérum dilué a 1/5, 
a 1/10, & 1/20, A 1/40, a 1/80: les différents tubes contiennent donc 
respectivement 1/50, 1/100, 1/200, 1/400 et 1/800 de centimétre cube 
de sérum. 

Agiter les tubes ; les mettre pendant quarante-cing minutes a 37° ; 
ensuite ajouter dans chacun 0,1 ml de l’indicateur adopté pour déceler 


(5) M. Faure a eu l’amabilité de nous donner une solution alcoolique 
de lécithine A 2,55 p. 100. En diluant cette solution avec de Peau 
distillée, nous préparons une solution transparente de lécithine a 


0,2 p. 100. 
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effet de la toxine non neutralisée (par exemple, prendre du SH si 
la dose Le de la toxine employée a été déterminée en présence de SH). 
Agiter Jes tubes ; les laisser pendant seize 4 dix-huit heures 4 She 
puis les examiner: si les quatre premiers tubes sont limpides et Se 
dernier fortement opaque, c’est que 1/400 de millilitre de sérum sup- 
prime totalement l’effet opacifiant d’une dose Le de toxine et que 
~ 1/800 de millilitre du méme sérum n’a pas neutralisé tout l’antigéne a 
de cette dose de toxine. Recommencer le titrage en utilisant des doses 
de sérum variant de 6 a 12 p. 100. 

Nous donnons dans le tableau V un exemple concret d’un 
titrage d’orientation fait avec la toxine ES11 dont la dose Le a pour 
valeur 0,75 mg en présence de Ca, de 1’étalon international, d’EP ord. 
et de SH. Le sérum anti-perfringens a tilrer est dilué avec EP ord. 
(pH 6,8-6,9). 


Tasteau V. — Détermination du titre anti-, d’un sérum anti-perfrin- 
gens. Titrage in vitro en présence de Ca et d’une dose Le 
(0,75 mg) de la toxine perfringens ES11 (toxine perfringens de 
type A). 


Numéro des tubes | | 


eee 


Toxine ES 11: solution a 7,5 mg 
0,1 0,1 


Solution de Cl2 Ca 6H20 (en ml ) 0,05 0,05 0,05 0,05 


Sérum anti-perfringens (en ml) | 0,14 1/5]0,1a41/10]0,1 a 1/20] 0,1 4a 1/40 | 0,1 a 1/80 


On voit dans les tableaux VI et VII le numéro et les titres 
des sérums examinés, ainsi que la toxine, le solvant, l’indicateur 
employés dans les dosages qui ont fourni chacun de ces titres ; 
nous avons pris, comme dose d’épreuve de toxine, la dose Le 
signalée dans le tableau IV. 

Nous avons employé le méme échantillon de sérum humain 
(SH16) au cours des titrages des sérums anti-perfringens notés 
dans les tableaux VI et VII; d’aprés cet indicateur, le sérum 
anti-perfringens 1242 m titre 425 unités quelle que soit la toxine 
perfringens utilisée dans les titrages en présence d’EP ord. : 
toxine ES11, ES12, ES15 ou ES16; il titre encore 425 unités 
lorsque les toxines ES11 et ES16 utilisées dans le dosage sont 
dissoutes dans PEP ph.; son titre est de 450 unités lorsqu’on 
emploie la toxine ES12 en solution dans EP ph. Les détermi- 
nations effectuées en présence de LV et d’eau physiologique 
(ordinaire ou phéniquée) indiquent que ce sérum anti-perfringens 
titre 450 unités (toxine ES12) ou 475 unités (toxine ES11). En 
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résumé, nous avons trouvé, au cours de ces titrages in vitro, 
six fois 425 unités, deux fois 450 et une fois 475. D’aprés les 
itrages faits en présence de LV et de tampon gél., le sérum 1242 m 
posséderait un pouvoir combinant supérieur a celui que nous 
venons de chiffrer ; ils assignent en effet ’ ce sérum les titres 
antitoxiques suivants : 500 (tox. ES16), 525 (tox. ES11 et ES12), 
550 (tox. ES15). 

D’aprés les tilrages in vitro avec la toxine ES11, le sérum anti- 
perfringens 846 contient : a) 325 unités quand on emploie au cours 
du dosage l’EP (ordinaire ou phéniquée) et le SH16 ; 6) 350 unités 
quand le titrage est fait en présence de tampon gél. et de LV. 
D’aprés les titrages in vitro avec la toxine ES12, ce sérum 846 
titre 375 unités, que la toxine soit utilisée en solution dans l’EP 
ou dans le tampon gél. D’aprés le titrage in vivo avec la 
toxine ES12, le méme immunsérum titre entre 325 et 350 unités. 
‘Le rapport des doses LN et L+ de la toxine ES12 est égal 
a 1,08 (7]. 

En examinant les titres antitoxiques des sérums 1242 j, 1243 a, 
1243 j, 1253 VI, 1253 j (tableaux VI et VII), on voit que les 
résultats des dosages faits en présence de tampon gél. sont 
généralement supérieurs 4 ceux obtenus en présence d’eau physio- 
logique (6); faisons remarquer en outre que les résultats des 
titrages in vitro en présence de ce tampon sont supérieurs 4 ceux 
des déterminations in vivo réalisées sur souris avec des toxines 
de type a. Les résultats des titrages in vivo sont cités dans les 
deuxiéme et troisiéme colonnes du tableau VIII ; ils sont obtenus 
en présence de la dose L+ de la toxine ES12 ou de la dose L+/2 
de la toxine danoise P.1 préparée par Ipsen [40]. M. Rostock 
nous a obligeamment procuré la toxine P.1. Nous inscrivons dans 
les quatriéme et cinquiéme colonnes de ce tableau VIII les résul- 
tats que nous avons notés lorsque nous avons adopté, pour titrer 
les sérums anti-perfringens, les modalités des dosages in vitro 


(6) Le tampon gélifié semble agir comme stabilisateur. Pour expli- 
quer les résultats constatés, on peut penser que le complexe résultant 
de la combinaison de la toxine perfringens o avec l’anticorps homo- 
logue est plus stable dans ce tampon que dans l’eau physiologique ou 
bien supposer que certaines conséquences de la dégradation de la 
lécithine par des traces de toxine « sont masquées par le tampon. 
Pour vérifier cette derniére hypothése, il faudrait doser la phos- 
phorylcholine, d’une part, dans un mélange légérement opalescent 
contenant eau physiologique + toxine « + antitoxine a + LV; 
d’autre part, dans un mélange limpide contenant du tampon gélifié 
et la méme quantité de toxine, d’antitoxine et de LV que le mélange 
précédent. Si l’on trouvait le méme taux de phosphorylcholine dans 
les deux cas, c’est que le tampon n’inhiberait pas la réaction de la 
toxine g, sur la lécithine ; il empécherait seulement l’apparition de la 
turbidité dans ]’émulsion du jaune d’ceuf. ; 
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vis-a-vis d’une dose Le/20 Ca ou d’une dose Le de différentes 
toxines ; dans .la sixiéme colonne, nous indiquons les résultats 
des déterminations in vitro que nous avons faites en présence du 
SH21 et d’une dose Le de la lécithinase purifiée B259 H qui nous 
a été aimablement donnée par M. Thomson. Tous les résultats 
sont donnés en unités internationales (UI). 

D’aprés le tableau VIII, le sérum 1242 m titre in vivo 475 UI. 
Nous avons donné précédemment son titre in vitro. Le sérum 102 
titre in vivo 600 UI et in vitro 575 ou 550 UI en présence de 
SH. Les résultats du titrage du sérum 107 concordent ou différent 
peu entre eux lorsque ces titrages sont réalisés in vivo avec la 
toxine P.1 et in vitro avec les toxines E42, ES15, ES16, B259 H 
employées en présence de SH ou de lécithine pure : suivant ces 
dosages, le sérum 107 titre 700 ou 750 UI; par contre, le titrage 
avec la toxine ES16, en présence d’EP ord. et de LV, lui attribue 
le titre de 950 UI. En examinant les titres du sérum 462, on voit 
ceci: les titrages in vitro avec les toxines E42, ES16, B259H 
fournissent des résultats concordants en présence de SH; le titre 
trouvé dans ces conditions différe de celui que l’on observe 
in vitro avec la toxine ES15 + SH ou in vivo avec la toxine P.1. 
Les divergences entre les résultats incitent & supposer que l’anti- 
toxine a d’un sérum anti-perfringers peut former avec Janti- 
géne a de la toxine perfringens un composé instable dans 
divers indicateurs. D’autres résultats du tableau VIII indiquent 
le fait suivant: on obtient des résultats concordants lorsqu’on 
utilise, comparativement, plusieurs toxines pour titrer un méme 
sérum in vitro (par exemple, les toxines ES11 et ES12 et le 
sérum 1242 m); par contre, on aboutit a des résultats discor- 
dants quand on prend ces mémes toxines pour titrer d’autres 
sérums : ainsi, le sérum 1253 j titre 400 ou 550 UI suivant que 
les déterminations sont faites avec la premiére de ces toxines ou 
avec la deuxiéme, tous les dosages étant cependant réalisés dans 
les mémes conditions et en présence du méme_ échantillon 
de sérum humain. 


L’exposé qui précéde montre que pour rechercher le titre anti- 
toxique des sérums anti-perfringens nous avons comparé a 
maintes reprises les résultats des dosages fails in vitro avec des 
quantités variables de plusieurs toxines desséchées dissoutes 
dans différents solvants. Nous avons aussi effectué des titrages 
avec de la tozine perfringens liquide. En outre, nous avons 
comparé les résultats fournis par les tilrages réalisés en présence 
de différents échantillons de SH ou en présence de lécithine pure. 
Dans quelques dosages supplémentaires, les mélanges toxine 
+ immunsérum + indicateur ont atteint le volume de 1 ml dans 
des tubes de 9 x 90 mm pour confronter les résultats observés 
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dans de telles conditions a ceux que l’on obtient lorsque le 
volume des mémes mélanges est seulement de 0,35 ml dans des 
tubes de 5 x 55 mm comme dans les titrages dont nous venons 
de rapporter les résultats. 


d) Titrages en présence de différents échantillons de sérum 
humain. 

La toxine perfringens employée pour titrer les sérums anti- 
perfringens est dissoute dans l’EP ord. ; le titrage est fait en 
présence de Ca; le volume des mélanges toxine + sérum anti- 
perfringens + Ca + SH est de 0,35 ml dans des tubes de verre 
de 5 x 55 mm. 

Nous avons trés souvent obtenu des résultats concordants 
lorsque nous avons utilisé différents SH pour déceler le terme 
des titrages ; ainsi, en présence de la toxine perfringens ES16, 
le sérum anti-perfringens 107 titre 750 unités, que le mélange 
toxine + immunsérum soit additionné du SH17 ou du SH19; le 
sérum 122, titré avec la toxine E42, contient 375 unités en pré- 
sence des sérums humains n® 17, 18 et 19; le sérum anti- 
perfringens 524, titré avec la toxine ES12, contient 425 unités 
en présence des SH17 et 18 (tableau VIII). Le sérum anti- 
perfringens 1451 additionné de toxine E42 contient 475 unités 
d’aprés le titrage avec le SH20 et 450 unités en présence du SH21. 
Par contre, d’autres dosages montrent que le titre d’un sérum 
anti-perfringens est parfois influencé 4 des degrés divers par !e 
SH. Exemples : un de nos sérums anti-perfringens purifié titre 
525 ou 575 unités suivant que nous employons dans le dosage 
le SH19 ou le SH20 en présence de la toxine E42; J’anti- 
perfringens 107 précédemment cité titre 875 unités en présence 
du SH18 et de la toxine ES16; Jl anti-perfringens 524 titre 
330 unités en présence de la toxine E42 et du SH19 et seulement 
275 unités en présence de cette toxine et des SH17 et 18 ; l’anti- 
perfringens 1243 j, additionné de toxine E42, titre 350 A 375 unités 
ou 330 unités suivant que l’on ajoute au mélange du SH19 ou du 
SH21; il titre seulement 275 unités en présence de la méme 
toxine et du SH16. En présence de la toxine ES16, ce sérum 
titre 400 ou 450 UI suivant que l’on prend comme indicateur le 
SHI16 ou le SH22. (On peut voir dans le tableau VII les résultats 
du titrage de ce sérum en présence de LV). 


e) Titrages en présence de toxine perfringens liquide. 

Matériel utilisé : tubes de 5 x 55 mm; SH ou LV. 

La dose Le de Ja toxine liquide est déterminée en l’absence de 
Ca. Les immunsérums 4 titrer sont ensuite éprouvés dans les 
mémes conditions. Les mélanges toxine + sérum anti-perfringens 
+ indicateur sont laissés seize A dix-huit heures a 37°, puis exa- 
minés. Les résultats de ces titrages sont comparés a ceux des 
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dosages faits en présence de toxine perfringens desséchée et de 
Ca dans nos conditions habituelles. 


Résutratrs. — En utilisant le SH18 comme indicateur, on cons- 
tate que le sérum 122 titre 375 unités en présence de la toxine 
liquide ou de la toxine E42 desséchée ; le sérum 1253 n_ titre 
475 unités vis-a-vis de la premiére toxine et 500 unités vis-a-vis 
de la deuxi¢éme. Le terme de ces différents titrages a été facile 
a observer. 

En titrant deux autres sérums anti-perfringens de la méme 
maniére, nous avons aisément fait les lectures et obtenu des 
résultats concordants lorsque nous avons ajouté comparativement 
a ces immunsérums la toxine liquide + LV ou une toxine des- 
séchée + SH1I8; mais nous avons éprouvé quelques difficultés 
pour noter les résultats des titrages faits en présence de cette 
toxine liquide et du SH18. De sorte que nous n’avons pas continué 
a utiliser une toxine liquide en présence de SH pour évaluer le 
pouvoir anti-a des sérums anti-perfringens. 

f) Titrages en présence de lécithine pure et deau distillée. 

La toxine est dissoute dans de Veau distillée puis les titrages 
sont réalisés comme ceux que nous faisons en présence de SH 
ou de LV. Nous mettons dans les tubes de 5 x 55 mm: la dose 
d’épreuve de toxine, le Ca, des doses décroissantes du sérum 
anti-perfringens 4 titrer et, quarante-cing minutes plus tard, 
0,2 mg de lécithine pure (0,1 ml d’une solution a4 0,2 p. 100) ; nous 
laissons les tubes a 37° pendant seize heures et prenons comme 
mélange indicatif celui qui est alors légérement opalescent. Les 
sérums sont dilués avec de l’eau distillée stérile. La notation des 
résultats est facile pour divers sérums. Nous inscrivons sans 
hésiter que le sérum 524, par exemple, titre 360 unités en pre- 
sence de lécithine et de la dose Le de la toxine ES15 (tableau VIII) ; 
par contre, la notation est incertaine pour d’autres sérums a cause 
de la présence d’un trés léger dépot floconneux dans plusieurs 
lubes contigus. 

e) Titrages en présence de 0,5 ml d’émulsion de jaune dceuf 
Jrais. 

1° Expériences avec des toxines en solution dans un tampon BBS. 
Le volume de chaque mélange toxine + sérum + tampon + LV 
est de 1,1 ml dans les tubes de 9 x 90 mm. Examiner les tubes 
aprés seize heures 4 37° ; noter le résultat indiqué par le mélange 
qui présente une turbidité neltement appréciable. 

La dose Le des toxines est déterminée en présence d'une unité 
d’antitoxine « de l’étalon international anti-perfringens A (la 
solution glycérinée de cet étalon est diluée avec le tampon BBS). 
Voici deux résultats: la dose Le de la toxine ES15 est égale 


Annales de VInstilut Pasteur, t. 90, n° 5, 1956. 4] 


614 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


a 0,9 mg dans les conditions que nous venons d’indiquer bric- 
vement et celle de la toxine ES16 a 1,5 mg. 

Pour rechercher le titre antitoxique des sérums anti-perfringens 
prélevés aux animaux en cours d’immunisation, nous procédons 
ainsi : dans différents tubes, nous mettons : une dose Le de toxine 
(0,1 ml d’une solution 4 10 doses Le par millilitre), des doses 
décroissantes de sérum dilué avec le tampon, un volume suffi- 
sant de tampon et, quarante-cing minutes plus tard, 0,5 ml 
de LV. D’aprés de tels titrages, le sérum 1253 j conuent 600 unités 
et le sérum 107: 1400, lorsque nous expérimentons avec ia 
toxine ES16. 

2° Expériences avec des toxines en solution dans de l eau 
physiologique. Nous déterminons d’abord la valeur de la dose Le 
de ces toxines puis le pouvoir antitoxique de nos sérums anti- 
perfringens. Dans les tubes préparés pour titrer un sérum anti- 
perfringens, nous introduisons : une dose Le de toxine, 0,05 ml 
de Cl,Ca a 5 p. 100, des doses décroissantes de sérum dilué 
avee EP, un volume suffisant d’EP et, quarante-cinq minutes 
plus tard, 0,5 ml de LV (volume total de chaque mélange : 
1,1 ml) ; durée d’incubation : seize heures a 37°. Dans ces condi- 
tions, le sérum 1243 j contient 750 unités et le sérum 107, 1 200 
(tilrages avec la toxine ES16). 

3° Confrontation des résultats des titrages faits comparativement 
en présence de 0,5 ml d’émulsion LV ou de 0,1 ml de cette 
émulsion (dans ce dernier cas, le volume des mélanges toxine 
calcifiée + sérum + LV est seulement de 0,35 ml). Nos détermi- 
nations montrent ceci : a) la valeur de la dose Le d’une toxine 
litrée avec l’étalon international est peu influencée par les condi- 


TasLeau IX. — Pouvoir antitoxique de deux sérums anti-perfringens A 
vis-a-vis d’une dose Le de toxine perfringens dissoute dans de 
l’eau physiologique ordinaire ou dans un tampon. 


Titrages en présence de 0,1 ml on de 0,5 ml d’émulsion de jaune d’ceuf : dans le 
premier cas, le volume du mélange de toxine calcifiée, d’antitoxine et de LV est 
de 0,35 ml; dans Je deuxiéme, il s’éléve A 1,1 ml. 


Solvant de la Volume du mélange Sérum 1253 j. Sérum 107 
toxine toxine + sérum + LV 
(ml ) (UI) ( Ul) 
( 0, 35 450 950 
EP ord, 
\ int 750 1200 
0,35 850 1600 
Tampon BBS 
Dee 600 1400 
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tions expérimentales envisagées (voir dans le tableau IV la valeur 
de la dose Le des toxines ES15 et ES16 dissoutes dans l’EP ord. 
ou dans le tampon BBS puis testées en présence de 0,1 ml de LV) ; 
b) le titre antitoxique d’un sérum anti-perfringens thérapeutique 
varie avec les conditions expérimentales (tableau IX). Par 
exemple, d’aprés les titrages en présence de la toxine ES16, 
d’EP ord., de Ca et de 0,1 ml de LV, les sérums 1253 j et 107 
litrent respectivement 450 et 950 unités ; ces titres sont nettement 
inférieurs a ceux que nous avons observés en présence de 0,5 ml 
de LV. Nous nous proposons de retitrer ces mémes sérums, mais 
en utilisant de l’eau physiologique glycérinée pour les amener aux 
dilutions voulues au cours des dosages. 

h) Expériences avec des toxines en solution dans de l'eau phy- 
stologique gélatine Ca (EP gél. Ca). 

Nous avons déterminé la dose Le/2 de deux toxines (P.1; E42) 
et la dose Le d’une seule toxine (S16) : les conditions expéri- 
mentales sont notées précédemment ; les résultats sont inscrits 
dans le tableau IV. Avec ces trois toxines, nous avons entrepris 
d’évaluer le pouvoir antitoxique de trois sérums anti-perfringens 
que nous avions déja titrés in vitro en présence de sérum humain 
et in vivo (sur souris) ; nous avons pris un sérum désalbuminé 
(sérum 524) et deux sérums naturels : l’un 4gé de trois mois et 
conservé sans antiseptiques (sérum 102), l’autre quinosolé depuis 
dix-huit mois (sérum 462). Nous avons tilré chaque anti-sérum 
vis-a-vis de trois toxines: en présence d’une dose ‘Le/2 de la 
toxine P.1 ou d’une dose Le/2 de la toxine E42 ou en pré- 
sence d’une dose Le de la toxine ES16. Nous préparons 
done trois séries de tubes pour chaque sérum 4 titrer. Chaque 
sérum est dilué a des taux variables avec EP gél. Ca. La dose 
de sérum introduite dans un tube différe de 5 p. 100 de celle 
qui est mise dans le tube suivant. Les mélanges de toxine et de 
sérum sont maintenus a 87° pendant trente minutes puis addi- 
tionnés de 0,5 ml d’émulsion LV15c ; le volume total des mélanges 
est alors de 1 ml dans des tubes de 9 x 90 mm;; les différentes 
séries de tubes sont mises dans un bain-marie a 37°; elles sont 
examinées au bout d’une heure pour repérer, dans chaque série, 
un mélange de sérum, de toxine et d’émulsion présentant une 
turbidité nettement perceptible. Tous ces titrages sont recom- 
mencés en présence d’une dose adéquate de toxine pour exa- 
miner au bout de trois heures chacune des nouvelles séries de 
tubes. Les différentes lectures montrent qu’un mélange nettement 
opalescent est assez facile a repérer lorsque les trois sérums 
sont titrés avec les toxines P.1 et ES16 ou lorsque le sérum 
désalbuminé est titré avec la toxine E42; par contre, ce mélange 
indicatif est difficile a désigner dans le cas des deux sérums 
naturels titrés avec la toxine E42 (dans plusieurs mélanges conte- 
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nant des doses décroissantes de sérum on aper¢oit la méme trace 
CaN ea: Voici quelques résultats notés au bout d'une 
heure : le sérum partiellement purifié 524 contient 500, 450 ou 
400 unités daprés les titrages faits respectivement avec les 
toxines P.1, ES16 et E42. Le sérum 102 titre 550 unités en pré- 
sence de la toxine P.1 ou de la toxine ES16. On peut voir dans 
le tableau VIII, Vactivité antitoxique que ces immunsérums pré- 
sentent dans d’autres conditions expérimentales. 


Résuuz. — Le pouvoir combinant de différentes préparations 
de toxine perfringens A est évalué avec le sérum étalon inter- 
national anti-perfringens A. La plupart de ces préparations sont 
liirées aprés précipitation par le sulfate neutre d’ammonium ; 
divers solvants sont utilisés comparativement au cours du titrage 
des toxines précipitées (tableau IV). La neutralisation de Ta 
toxine « par son anticorps est observée in vilro en présence d’un 
indicateur : sérum humain, émulsion de jaune d’ceuf ou lécithine 
pure ; les titrages sont effectués em l’absence de Cl,Ca ou en pré- 
sence de doses variables de ce sel. Les doses L+ ou L+/2 des 
foxines a antigéne « dominant sont déterminées sur souris (injec- 
tions intraveineuses). 

Les toxines teslées avec l’étalon international servent ensuite 
a rechercher le titre anti-a des sérums anti-perfringens théra- 
peutiques. Les toxines précipitées sont dissoutes dans des liquides 
variés. ‘Les conditions des titrages in vitro sont données : les 
mélanges toxine perfringens + sérum anti-perfringens + indica- 
teur sont généralement faits dans des tubes étroits de 5 x 55 mm, 
quelquefois dans des tubes de 9 x 90 mm; dans le premier cas, 
Vindicateur est employé a la dose de 0,1 ml. Le titre de ’immun- 
sérum est indiqué par la composition du mélange qui présente 
une légére opalescence aprés incubation a 37°. Les résultats des 
lirages réalisés avec des toxines précipitées sont faciles a noter 
en présence de 0,1 ml de sérum humain. Le terme du titrage d’un 
sérum anti- perfringens A naturel (ni purifié ni desséché) n’est 
pas toujours aisément repérable lorsqu’on emploie dans le dosage 
certaines toxines en solution dans l’eau physiologique + gélatine 
+ Ca et, comme indicateur, 0,5 ml d’une émulsion de jaune 
d’ceuf clarifiée avec une célite pour analyses, 

L’ensemble des observations montre que l’on obtient souvent 
des résultats concordants lorsqu’on utilise, en solution dans l’eau 
physiologique ordinaire, la méme toxine perfringens pour titrer 
un sérum anti- perfringens in vitro en présence de sérum humain 
ou in vivo sur souris. Les titres antitoxiques attribués a des 
sérums anti-perfringens A la suite des dosages effectués in vitro 
avec une toxine en solution dans l’eau physiologique sont sou- 
vent inférieurs a ceux que l’on observe in vitro au cours des 
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titrages réalisés simultanément avec la méme toxine, mais en 
solution dans un tampon gélatiné : les résultats décelés par 0,1 ml 
d’indicateur different entre eux de 7 a 15 p. 100, quelquefois de 
15 a 25 p. 100 (tableaux VI et VII). Lorsqu’on utilise le méme 
solvant et, comparativement, différentes préparations de toxine 
perfringens A pour déterminer in vitro le titre anti-a d’un méme 
sérum anli-perfringens A on constate souvent une concordance 
satisfaisante entre les résultats des titrages faits en présence de 
0,1 ml d’indicateur ; quelquefois le titre du sérum varie nette- 
ment avec l’échantillon de toxine employé dans le titrage. 


SuMMARY. 


Different dried preparations of perfringens A toxin are titrated 
with the international standard anti-perfringens A serum and 
subsequently used comparatively to determine in vivo and in vitro 
the anti-o titre of the therapeutic anti-perfringens sera. 

In the course of the tn viéro titrations the toxins are dissolved 
in. different liquids. A fixed amount of toxin is introduced into 
a seriés of tubes, to which are added varying quantities of the 
anti-perfringens serum to be titrated ; the mixtures of toxin and 
of serum are placed at a temperature of 37° C for 45 minutes, 
then an indicator is added : heated human serum, emulsion of 
fresh ege-yolk or pure lecithin; the mixtures are agitated and 
held at 37° C (generally for 16 to 18 hours). The titre of the 
immune serum is indicated by the composition of the mixture 
which appears slightly opalescent after incubation at 387°C. 
Different numerical data show that the titre of the same anti- 
perfringens serum can depend on the preparation of the perfrin- 
gens toxin used in the course of the titration and on the liquid 
which is used to dissolve the toxin. The sample of human serum 
taken as indicator sometimes definitely influences the results of 
the titration in vitro of certain anti-perfringens sera. 
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RECHERCHES SUR LES PROLYSINES 
I. — LA PROLYSINE DU PHAGE Fcz 


par Jacques PANIJEL et Josrpx HUPPERT (*). 


(Institut de Recherches sur le Cancer. 
Service de Physiologie Bactérienne) 


Sertic et ses collaborateurs [26, 27] ont attiré l’attention sur ta 
formation, lors de l’infection de certaines souches de bactéries 
par divers bactériophages, de « zones de lysine », non repro- 
ductibles en série. Cette observation apportait, selon d’Hérelle, 
un argument trés sérieux en faveur de l’existence d’activités 
enzymatiques propres aux bactériophages. 

Cependant, a l’opposé, toutes les recherches enzymologiques 
effectuées sur des préparations de phages hautement purifiées 
ont abouti a des résultats négatifs. L’image du phage « seringue 
ai injection d’acide désoxyribonucléique » traduit assez bien la 
conception actuellement admise (C/. Anderson [1, 2, 3], Hershey 
et coll. [8]) : celle du phage, agent d’établissement d’un parasi- 
tisme génétique (Cf. Lederberg [44], ‘Luria [45], Maaloe [46]) réali- 
sant en somme par voile physiologique un remaniement nucléaire 
comparable en quelque maniére a celui que réalisent expérimenta- 
lement les facteurs transformant des bactéries (Cf. Hotchkiss [9)). 

Une telle conception ne permet point aisément une interpré- 
tation satisfaisante du phénoméne de Sertic et c’est pourquoi il 
nous est apparu de quelque intérét d’en reprendre l'étude a la 
lumiére des acquisitions récentes sur la nature et les propriétés 
des bactériophages. Certains de nos résultats ont déja fait l’objet 
de plusieurs notes préliminaires [44, 19, 20, 24]. 


I. — MaréRIEL ET METHODES. 


.1° Souches. — Nous avons utilisé les souches de EF. coli B, Fb et K12. 
Signalons ici que la souche de E£. coli Fb, aimablement mise a notre 
disposition par le D™ Boulgakov, se distingue par un certain nombre 
de propriétés déja décrites ailleurs [26, 10] et que nous rappellerons 
briévement : 

a) Dissociation aprés étalement sur gélose en deux types de colonies 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1956. 
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caractéristiques (type a et type b) : le type b donne par vieillissement 
un mélange des deux types, le type a ne se dissocie pas. Les deux 
types, quoique antigéniquement différents, sont également smooth. 
b) Sensibilité particuliére aux conditions d’aération. 
c) Lyse en milieu synthétique aprés irradiation U. V. (effet Lwoff) 
sans production de phages: il ne s’agit donc pas d’une lysogénie 
inductible. ; 


2° Milieuz. — Milieux Difco usuels, ainsi que le milieu synthétique 70 
déja décrit (pH final 7,6) [49]. 
3° Aération des cultures liquides. — L’aération est réalisée soit par 


un courant d’air énergique, notamment pour les cultures en masse, 
soit par agitation. Dans ce dernier cas, nous employons pour les 
mesures continues des cuves en T [47] et lorsque les expériences 
exigent des prélévements, des Erlenmeyer modifiés 4a col long. 

4° Mesure de la croissance. — Pour le travail courant, la mesure de 
croissance est effectuée par néphélométrie. Pour nos diverses souches 
de EF. coli, les équivalences turbidimétriques « densité oplique-nombre 
de bactéries » sont semblables en phase exponentielle. A une méme 
densité optique correspond un méme nombre de bactéries (bactéries 
viables et bactéries totales) et une méme quantité de N bactérien. Les 
vitesses de croissance pour Ff. coli B, E. coli Fb et E. coli K12 sont 
respectivement en milieu 70 : quarante, cinquante et soixante minutes ; 
en bouillon : dix-huit, vingt et vingt-ltrois minutes. 


II. — Miser EN EVIDENCE ET TITRAGE DES SUBSTANCES LYTIQUES 
NON REPRODUCTIBLES EN SERIE. 


1° Infection dune culture liquide de « E. coli » Fb par le 
phage Fcz. — Nous avons montré récemment [42] que la lyse 
dune culture de E. coli Fb infectée par Fez dépendait des condi- 
tions de milieu et notamment de la pression osmotique. Les expé- 
riences décrites ici ont toutes été effectuées en milieux isotoniques 
(bouillon Difco salé ou milieu 70) ou méme légérement hyper- 
toniques (milieu 70 4 5 p. 100 de glycérine, cf. ci-dessous) ot 
Vinfection de la culture ne s’accompagne jamais de lyse, bien 
que le rendement en phages soit trés important : les expériences 
a cycle unique montrent, en effet, que le temps de latence est 
de quarante-deux minutes et le rendement unitaire voisin de 
1 000 phages par bactérie. I] n’est pas rare, dans ces conditions, 
Wobtenir aprés quelques heures d’incubation de la culture 
infectée des titres en phage dépassant 10'? phages/ml. 

2° Le phénoméne des « zones de lysine ». — Aprés étalement 
sur gélose, toute plage de lyse de FE. coli Fb par Fez comporte 
deux zones aisément différenciables : la zone centrale claire, la 
zone circonscrite d’aspect vitrifié. Seule la zone centrale contient 
du phage, ainsi que la lisiére de la zone circonscrite qui se 
trouve & son voisinage. C’est également dans cette zone centrale 
qu’apparaitront les colonies secondaires résistantes. La zone 
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circonserite, pour laquelle nous reprendrons la dénomination 
donnée par Sertic (loc. cil.) de « zone de lysine », est produite 
par la diffusion dans la gélose d’une substance non reproductible 
en série. L’étendue des zones de lysine dépend de trois facteurs 
bien distincts : la quantité de substance produite, la sensibilité 
des bactéries a cette substance, son inactivation éventuelle durant 
incubation. Elle dépend également de l’état des bactéries et l’on 
ne peut exclure l’hypothése selon laquelle les « zones de lysine » 
se forment, au moins en partie, aux dépens des bactéries mortes 
du tapis, dont la proportion ne cesse de croitre au fur et A mesure 
de Vincubation. Quant a la quantité de substance produite, elle 
dépend elle-méme des conditions de milieu. 

Cette substance ne peut, au surplus, étre considérée comme 
une « bactériocine » (Cf. Jacob [13], Fredericq [6}), puisqu’elle est 
active également sur les bactéries tuées, par exemple, par expo- 
sition aux vapeurs de chloroforme, et s’en distingue nettement 
par les conditions d’adsorption {22}. 

3° Séparation de la prolysine et des phages. Spécificité de ia 
sensibuité bactérienne. — Pour étudier Vaction de la substance 
responsable des « zones de lysine » (que nous désignerons désor- 
mais sous le nom de « prolysine », dénomination qui trouvera sa 
justification dans la suite), on peut, soit travailler dans des condi- 
tions telles que les effets imputables aux phages se trouvent 
annulés (c’est-a-dire notamment sur bactéries tuées), soit séparer 
la prolysine présente dans les milieux d’infection. Notre méthode 
de titrage [44, 19] nous a permis en réalité d’utiliser trés souvent 
le filtrat de lyse sans séparation préalable des phages. Mais 31 
était important de s’assurer que la prolysine était indépendante 
des phages. 

A cet effet, on peut séparer la prolysine des phages, soit en 
soumettant a l’extraction par la glycérine les « zones de lysine » 
préalablement découpées, soit en ultrafiltrant les milieux d’infec- 
tion liquides selon la méthode de Grabar. Aprés élimination des 
bactéries et débris par centrifugation de la culture infectée, le 
surnageant est filtré sur membranes de collodion de pores infé- 
rieurs & 50 mu de diamétre (dimensions du phage Fcz déter- 
minées sur micrographies électroniques : longueur du flagelle, 
120 mu; diamétre de Ja téte, 55 mp). On a pris soin, préala- 
blement, de traiter ces membranes par 150 4 200 ml de bouillon. 
Dans ces conditions, l’ultrafiltrat contient encore 50 p. 100 de la 
prolysine initialement présente. 

La prolysine ainsi séparée des phages permet d’obtenir le 
phénoméne des « zones de lysine », mais reste sans effet visible 
sur la croissance de E. coli Fb en milieu liquide ; au surplus, il 
importe d’indiquer que l’on n’obtient ces « zones de lysine » que 
sur les seules bactéries E. coli Fb type b. On ne Vobserve pas 
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sur les bactéries insensibles a Fez (EZ. coli B, E. coli K12, etc.) 
ni sur E. coli Fb/Fcz. Mais, d’autre part, le fait que E. coli Fb 
type a, cependant sensible & Fez, ne donne pas de « zones de 
lysine » démontre que la présence de récepteurs spécifiques du 
phage Fez et l’aptitude a la production de « zones de lysine » 
ne sont pas nécessairement liées: cette remarque présente un 
intérét supplémentaire du fait que nous avons pu montrer que 
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Fic. 1. — Titrage de la prolysine dans l’eau. 


Vinfection de E, coli Fb type a par Fez s’accompagne également 
de synthése de prolysine [21]. 

4° Titrage de la prolysine et conditions de laction lytique en 
milieu liquide. — Aprés de nombreux essais de dosage par 
mesure de la surface de « zones de lysine », inspirées notam- 
ment des méthodes en usage pour l’épreuve des antibiotiques, 
nous avons été conduits a rechercher les conditions d’un titrage 
en milieu liquide, seul susceptible de présenter les avantages de 
sensibilité et de fidélité désirables. Nous avons alors observé que 
les surnageants d’infection de FE. coli Fb par Fez possédaient la 
propriété de lyser la poudre acétonique de bactéries, et cette 
observation a servi de principe a notre méthode déja décrite 
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ailleurs (loc. cit.). Nous rappellerons que celle-ci consiste essen- 
tellement & mesurer la chute de densité optique subie en trente- 
cing minutes a 37° par une suspension de poudre acétonique 
traitée par un aliquot de surnageant dilué de facon convenable 
(Cf. fig. 1] (1). L’étude des conditions de dosage a permis de 
mettre en évidence un certain nombre de résultats : 

A. L’ampleur de la lyse produite par une méme concentration 
de substance est d’autant plus grande que la concentration 
tonique du milieu est plus faible ; c’est dans l’eau que la lyse, et 
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Fic. 2. — Cinétique de la lyse en milieu 70. 


par conséquent la sensibilité du dosage, sont maxima. Celle-ci 
est dix fois plus grande dans l’eau que dans le milieu 70 ; remar- 
quons cependant que le milieu de dosage vrai n’est jamais l’eau 
puisque, outre la poudre acétonique, dont il n’est pas exclu 
qu’elle contienne une certaine quantité de sels, la préparation 
contenant la prolysine est toujours le milieu méme utilisé pour 
la culture infectée. 


(1) Nous appelons LyA la préparation de prolysine utilisée a titre de 
référence dans toutes les expériences décrites ci-dessous (4.10% bac- 
téries/ml infectées par Fcz & multiplicité 5 en milieu 70 et incubées 
quatre heures a 37°). 
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B. L’étude cinétique de la lyse par des quantités variables de 
prolysine (fig. 2 et 3) montre que le maximum de lyse est atteint 
d’autant plus lentement que la concentration de substance est 


plus faible ; mais si celle-ci est en excés, la vitesse d'action 


de lyse 


Pourcentage 


40 


35 60 120 180 


Fic. 3. — Cinétique de la lyse dans leau. 


évolue de telle sorte qu’une premiére fraction de la masse bacté- 
rienne est tou 


en jours la plus rapidement lysée : 40 p. 100 si Je 
milieu d’incubation est le milieu 70, 60 p. 100 s'il s’agit de l’eau. 
Au dela de ces premiéres fractions, on trouve une fraction bacté- 
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rienne (jusqu’a 30 p. 100 de la masse initiale en milieu 70) corres- 
pondant a des zones ow la prolysine, se trouvant en excés, peut 
élre récupérée aprés centrifugation des bactéries acétoniques et 
réulilisée pour une nouvelle lyse. Enfin, le plateau de lyse atteint, 
il est possible de séparer par centrifugation le résidu bactérien 
et le milieu d’incubation. Celui-ci contient encore de la prolysine 
en excés, tandis que le résidu bactérien, incubé avec une nouvelle 
quantité de prolysine n’est plus lysable. I] résulte done de ces 
observations que la masse bactérienne comprendrait trois frac- 
tions distinctes, correspondant a des vitesses de lyse imégales et 
représentant chacune environ 30 a 40 p. 100 de la densité 
optique. La derniére fraction (80 A 35 p. 100 de la masse bacté- 
rienne) serait résistante a la lyse. Il s’agit vraisemblablement de 
la majeure partie des constituants non protéiques (notamment 
des éléments de la membrane) puisque cette fraction, comme nous 
le montrons plus loin, ne peut étre lysée par les enzymes protéo- 
lytiques. 

C. L’étude de Vinfluence de la température apporte également 
in certain nombre de renseignements. On peut voir en effet dans 


le tableau I que : 
Tasieau I. 


RAPPORTS DE LYSE 
(en prenant pour unilé le pourcentage de lyse en 20 mn 4 22%) 


TEMPERATURE 


a Ja 20° minute a Ja 35° minute a la 65* minute 


a) Pour les temps d’incubation courts, la température la plus 
élevée permet les lyses les plus importantes : le coefficient de 
température est voisin de 2 entre 22° et 37°. 

b) D’autre part, les pourcentages de lyse a la soixante-cinquiéme 
minute sont plus faibles a 45° qu’a 37°, alors qu’ils sont plus 
forts 4 la trente-cinquiéme minute. Ceci ne peut s’interpréter 
qu’en admettant qu’aux environs de 45° Vinactivation progres- 
sive de la substance devient prépondérante. Ce résultat conduit 
a étudier ce qu’on peut appeler les conditions de « vieillissement » 
de la prolysine : on constate alors que, méme a 37°, il suffit de 
quatre heures trente d’incubation pour qu'une quantité de pro- 
lysine, permettant en trente-cing minutes une lyse complete de 
la premiére fraction (fraction trés sensible), perde prés de la 
moitié de son activité. 
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D. En fait, le vieillissement résulte de la convergence de deux 
phénoménes distincts : la dénaturation progressive de la proly- 
sine, d’une part, son adsorption sur le verre des parois, d’autre 
part; ceci résulte notamment du fait que les concentrations 
élevées de prolysine s’inactivent proportionnellement beaucoup 
moins a température modérée (37° et méme 22°) que les concen- 
trations faibles: cette discordance ne peut s’interpréter qu’en 
admettant qu’une quantité fixe de prolysine s’adsorbe sur te 
verre jusqu’a saturation des parois (Cf. ci-dessous III-1°). Quant 
a la dénaturation progressive de la substance, une fois satisfaites 
ces conditions de saturation, elle dépend du milieu de suspension. 
Les dilutions dans l’eau distillée s’inactivent totalement en qua- 
rante-huit heures, méme a 4°. En milieu salin, ou en bouillon 
« Difco » sans NaCl, V’inactivation est de lVordre de 10 p. 100 
par vingt-quatre heures a 4°. En bouillon avec 5/1 000 de NaCl, 
utilisé normalement comme milieu de culture, la chute d’activité 
n’atteint pas 3 p. 100. 'L’addition au milieu d’une quantité de 
glycérine variant de 5 a 15 p. 100 réduit le pourcentage d’inac- 
tivation en vingt-quatre heures 4 moins de 1 p. 100 a 4°, et cette 
protection augmente avec la concentration en glycérine. Nous 
avons finalement choisi 5 p. 100 de glycérine, les concentrations 
supérieures ralentissant sérieusement la croissance bactérienne. 


III. — Acrion DE LA PROLYSINE 
SUR LA POUDRE ACETONIQUE DE BACTERIES. 


° Adsorption non spécifique de la prolysine. — Comme nous 
avons déja indiqué précédemment, ultrafiltration sur mem- 
branes de collodion des milieux d’infection par Fez exige la satu- 
ration préalable des filtres par des quantités relativement impor- 
tantes de bouillon : 4 défaut de cette précaution, l’adsorption de 
la prolysine est telle que, en milieu 70, la quasi-totalité de Ja 
substance est retenue sur les filtres. Mais, de facgon plus géné- 
rale, la filtration sur bougies Chamberland exige les mémes 
précautions : de fait, cette opération, usuellement effectuée pour 
Pobtention de lysats phagiques débarrassés de tout élément bac- 
térien, retient jusqu’a 95 p. 100 de lactivité prolysine des lysats 
de E. coli Fb. 

Cette observation nous incitait a étudier systématiquement les 
conditions d’adsorption non spécifique de la prolysine. Nous 
avons alors constaté que le verre lui-méme (aussi bien le verre 
Pyrex que le verre ordinaire) possédait une capacité d’adsorption 
trés élevée ; non seulement les solutions stockées a froid subissent 
une baisse d’activité trés notable, mais celle-ci sera d’autant plus 
importante que la surface de contact avec le verre sera plus 
grande. Ainsi, lorsqu’on agite pendant trois A cinq minutes une 
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préparation de LyA au 1/2 400 sur la surface d’une boite de Petri 
en quantité suffisante pour couvrir celle-ci sur une hauteur 
d’environ 1 cm, lactivité résiduelle de la suspension est infé- 
rieure des deux tiers a l’activité d’origine (10 p. 100 de lyse au 
lieu de 380 p. 100). 

ll est cependant possible d’éviter ces phénoménes en traitant 
spécialement la verrerie pour saturer sa capacité d’adsorption. 
Le procédé le plus commode consiste A maintenir la verrerie, 
lavée et stérilisée, pendant une a trois heures dans une solution 
stérile de bouillon Difco a 16 p. 1000; la verrerie est ensuite 
égouttée et séchée a l’étuve a 100°. La stérilité, pourvu qu’on 
procéde assez rapidement et en observant les précautions usuelles, 
reste satisfaisante. Cette verrerie « bouillonnée » permet de 
réduire considérablement l’adsorption non spécifique de la sub- 
stance : Vactivité d’une suspension reste inchangée apres plu- 
sieurs jours de séjour a la glaciére et, aprés agitation comme 
ci-dessus en boite de Petri, l’activité ne baisse que de 15 p. 100 
environ. Au demeurant, et méme aprés traitement de la verrerie, 
la capacité d’adsorption n’est pas complétement annulée et il 
est aisé de s’en rendre compte en prolongeant la durée de contact. 
Cependant, c’est ici la nature du milieu de suspension et notam- 
ment sa concentration ionique qui joue le réle essentiel. Ainsi, 
si l’on effectue, méme a froid, des préparations de méme dilution 
dans des milicux de méme pH (7,2) et de concentrations ioniques 
différentes, tout se passe comme si la présence de sel « proté- 
geait » la substance et diminuait sa vitesse d’adsorplion sur le 
verre ; celle-ci, maxima dans l’eau bidistillée, reste & peu prés 
constante des que le milieu contient une quantité de sel suffi- 
sante. Or, inversement (Cf. ci-dessus II-§ 4° A), nous savons que 
si la « suspension acétonique » servant de substrat est effectuée 
dans un milieu salin, la lyse sera d’autant plus faible que la 
concentration de sel sera plus élevée; le tableau II ci-dessous 
résume les chiffres obtenus dans une série d’expériences. 

On voit donc que les conditions mémes qui diminuent les pour- 
centages de lyse lorsqu’elles concernent le milieu de suspension 
de la poudre acétonique sont précisément celles qui l’augmentent 
lorsqu’elles intéressent le milieu de dilution de la prolysine. 

Cette discordance ne peut s’expliquer qu’en admettant que 
les phénoménes d’adsorption sont analogues, que le substrat 
d’adsorption soit le verre ou la poudre acétonique de bactérics. 
Il convient d’une part d’éviter l’adsorption sur le verre pour 
conserver la substance, et par conséquent d’en effectuer a cet 
effet les dilutions en milieux salins concentrés, d’autre part 
d’accélérer l’adsorption sur le substrat bactérien lors de la lyse 
et, par suite, d’abaisser au maximum la concentration ionique 
du milieu de dosage. Il s’agit donc ici de processus d’adsorption 


628 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TasLeau II. 


, DE LYSE 
ete pour CHUTE D’ACTIVITE 


MILIEU DE SUSPENSION Unetniomerdilution par rapport 4 la lyse 
de la poudre acétonique e eRe sine dans l’eau 


A 1/1 800 (en p. 100) 


Eau bidistillée. 

Bouillon Difco. . . Nee 
Bouillon Difco + NaCl ‘5 p. 4 000. 
Bouillon Difco + NaCl 40 Ps 4 000. 
NaCl 2 p. 1 000 : 

NaCl 4p.4 000... : 
NaCl 8 p. 1 000 (isotonique) ; 
Milieu 70 sire : 


non spécifiques, c’est-a-dire ne faisant pas intervenir des « récep- 
teurs spécifiques », mais uniquement les conditions ioniques a la 
surface bactérienne, lesquelles eommandent essentiellement la 
perméabilité du cytoplasme cellulaire a la pénétration de la pro- 
lysine. 

2° Influence des conditions de préparation du substrat bacté- 
rien. — L’action de la prolysine sur la poudre acétonique de 
bactéries peut s’expliquer soit par une action enzymatique 
directe, soit par un mécanisme d’action indirect favorisant la 
mise en ceuvre des enzymes d’autolyse propres des bactéries ou 
amplifiant l’action de ceux-ci. Une double série d’arguments vient 
i Vappui de cette derniére conception: d’une part, Vhétéro- 
généité précédemment décrite de la masse bactérienne par rap- 
port au processus de lyse, d’autre part, le fait que l’action de 
la prolysine se présente comme un effet général observable sur 
toutes les espéces bactériennes, dés que celles-ci ont été réduites 
en poudre acétonique et mises en suspension dans |’eau bidistillée. 
Cette absence de spécificité, qui contraste avec le caractére excep- 
tionnel du phénoméne des « zones de lysine » spécifiques de 
E. coli Fb, est compatible avec l’hypothése selon laquelle les 
conditions d’adsorption chez les bactéries vivantes seraient trés 
différentes de ce qu’elles sont chez les bactéries tuées : sans faire 
intervenir ici l’existence évenluelle de récepteurs spécifiques ana- 
logues 4 ceux qui commandent l’adsorption des phages, on peut 
admettre que certains constituants lipidiques éliminés lors du 
traitement par l’acétone et l’éther, indispensable a la préparation 
de la poudre, jouent un role dans Vadsorption de la substance 
par les bactéries vivantes, et qu’en raison de leur élimination, 
Vadsorption par les bactéries acétoniques ne dépend plus que des 
conditions de perméabilité au niveau de la membrane. 

Au surplus, les suspensions de bacléries autres que E. coli Fb 
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tuées par des procédés préservant Vintégrité chimique de la 
membrane cellulaire (par exemple des irradiations ultraviolettes 
prolongées), ne sont plus sensibles a l’action de la_proly- 
sine Fez : ainsi, tandis que E. coli Fb tué par ce moyen mani- 
feste encore une sensibilité nette (LyA au 1/100 donne un pour- 
centage de lyse de 10 p. 100), E. coli B, trés sensible aprés 
réduction en poudre acétonique, ne l’est aucunement si l’irra- 
diation U.V. a été utilisée pour tuer les bactéries servant de 
substrat. 

Ces derniéres observations s’accordent, elles aussi, avec l’hypo- 
thése d’une adsorption non spécifique, comparable a celle du 
verre, qui se substituerait & l’adsorption spécifique aprés élimi- 
nation de certains constituants chimiques de la membrane. I 
convient cependant dés maintenant de souligner que les facteurs 
d’adsorption de la prolysine ne sont certainement pas identiques 
aux récepteurs de phages, puisqu’il est possible de saturer des 
bactéries telles que E. coli Fb par la prolysine Fez sans empécher 
aucunement l’adsorption ultérieure du phage Fcz, méme a multi- 
plicité trés élevée. 

L’hypothése de l’action indirecte permet d’ailleurs de prévoir 
que l’action lytique sera d’autant plus nette : 


A) Que le milieu d’incubation favorisera davantage |’ auto- 
lyse, 


B) Que la facon dont les bactéries ont été tuées provo- 
quera moins d’inactivation dans le contenu enzymatique 
propre des bactéries, 


C) Que l’état dans lequel se trouvera la suspension bacté- 
rienne se prétera mieux a la mise en ceuvre des mécanismes 
d’autolyse. 


A. En ce qui concerne le milieu d’incubation, nous avons déja 
souligné influence de la concentration saline dont l’abaissement 
favorise la lyse. Le réle joué par la concentration ionique est 
démontré par le fait que le rétablissement de la pression osmo- 
tique isotonique par la glycérine ou le saccharose ne modifie par 
le déroulement du processus d’autolyse, non plus que celui de 
la lyse par la prolysine. Les paliers de lyse observés lors de 
étude cinétique semblent bien traduire des états de lyse portant 
uniformément sur la plupart, sinon la totalité de la population . 
les bactéries acétoniques traitées par la prolysine conservent en 
effet leur intégrité morphologique, mais se colorent d’autant plus 
faiblement que la concentration de substance est plus grande. 
En ce cas, on devrait considérer que l’action de la prolysine, 
et de facgon générale, celle des enzymes d’autolyse, s’exercent 
selon plusieurs niveaux de sensibilité cellulaire se traduisant par 
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une lyse progressive du contenu cytoplasmique sans que le 
nombre des éléments bactériens décompables en soit modifié. 
Enfin, au maximum de lyse, seuls restent visibles au contraste 
de phase des « fantémes » bactériens non colorables. Certains 
aspects de ces observations sembleraient permettre un rappro- 
chement entre. prolysine et lysozyme. Toutefois, outre que l’action 
du lysozyme est, au moins pour les bactéries vivantes, liée a 
Vhydrolyse des polysaccharides des membranes cellulaires (tota- 
lement dissoutes, Cf. Salton [23, 24]), la lyse optique des proto- 
plastes, produits par le lysozyme en milieu hypotonique, corres- 
pond bien plus a une quasi-solubilisation instantanée du cytoplame 
aprés abaissement de la pression osmotique, qu’a un phénoméne 
d’autolyse véritable du type de celui que nous avons mis en 
évidence. L’action du lysozyme ayant toutefois été étudiée essen- 
tiellement sur des bactéries vivantes tuées par la chaleur (Salton, 
loc. cit. ; Weibull [28, 29}), il convient d’étendre cette étude au 
cas de la poudre acétonique de bactéries ; nous nops proposons 
d’y revenir ultérieurement. , 


B. Les conditions de préparation des bactéries tuées servant de 
substrat jouent également un role important. Nous avons tenté 
de préciser celui-ci en utilisant des moyens de « brutalité » 
croissante : 

Exposition quinze minutes aux vapeurs de chloroforme, 

Rayonnement U. V. de la lampe germicide durant quinze a 
vingt minutes, 

Exposition quinze minutes aux vapeurs de formol 40 p. 100, 

Chauffage a 60° pendant trente a soixante minutes. 

Les diverses cultures ainsi traitées ont été soit utilisées comme 
telles, soit réduites ensuite en poudre acétonique. Les résultats 
sont les suivants: la lyse est pratiquement nulle dans le cas du 
chauffage ou de la formolisation (0,8 p. 100 de lyse aprés trois 
heures d’incubation a 37° avec une solution de LyA au 1/100 qui 
donne normalement aux environs de 60 p. 100 de lyse en trente- 
cinq minutes) et ne devient notable (10 p. 100 dans les mémes 
conditions) que dans le cas du traitement au chloroforme ou aux 
U. V. Nous montrerons ultérieurement que, lorsque la prépara- 
tion bactérienne joue le réle d’un pur substrat, comme c’est Je 
cas avec la trypsine, on ne retrouve pas de telles variations 
d’activités lées aux divers modes de préparation utilisés. 


C. Enfin, les variations d’activité liées a l’état dans lequel se 
trouve la suspension bactérienne confirment également notre 
hypothése. En effet, si l’on suit la lyse spontanée d’une suspen- 
sion de poudre acétonique de bactéries dans l’eau bidistillée, on 
constate que les deux premiéres fractions de la masse bacté- 
rienne, les plus sensibles a l’action de la prolysine, sont égale- 
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ment celles qui lysent spontanément le plus rapidement. II suffit 
de soixante-douze heures a 21° et de trente heures 4 37° pour 
que la totalité de la fraction la plus sensible et les deux tiers de 
la deuxiéme fraction soient lysés. Dans ces conditions, si l’on 
soumet une poudre acétonique ainsi spontanément autolysée 
4 Vaction de la prolysine, on constate que celle-ci est incapable 
de lyser la fraction résiduelle : ce comportement est tout différent 
de celui d’un enzyme protéolytique (C/. ci-dessous). 

Il ressort de ces diverses expériences qu’il est difficile d’attri- 
buer a la prolysine une action enzymatique directe sur la poudre 
acétonique : lhypothése d’une action complexe ow intervien- 
draient les sytémes d’autolyse préservés par le traitement semble 
beaucoup plus plausible et trouve encore un sérieux appui 
dans les observations suivantes : 


a) La lyse par la prolysine sera d’autant plus étendue que le 
milieu de suspension favorisera davantage l’autolyse : ainsi, 
Vaddition au milieu (eau ou milieu 70) de toluéne ou d’un 
mélange détergent qui augmentent l’un et l’autre considérablement 
Vautolyse (80 p. 100 en quinze heures a température ambiante 
pour le toluéne au 1/20, 40 p. 100 pour le mélange toluéne-tween 
a méme concentration) renforce également la lyse provoquée par 
la prolysine. | 

b) La poudre acétonique de bactéries fraiches, soumise 4 chauf- 
fage (une minute a 80°, quinze minutes a 60°) cesse de constituer 
un substrat de dosage convenable pour la prolysine, contrai- 
rement A ce qui se passe pour un enzyme protéolytique tel que 
la trypsine. 

3° Comparaison avec l’action de la trypsine. — Pour vérifier 
notre conception, il était de quelque intérét d’effectuer une compa- 
raison systématique de la prolysine avec un enzyme protéolytique 
susceptible d’agir dans les mémes conditions de pH. Nous avons 
choisi a cet effet la trypsine (produit pur et cristallisé Armour 
a 8,8 p. 100 de N, activité : 0,15 U. H./mg de N protéique). 

Des solutions de trypsine en tampon phosphate M/15, pH 7,+, 
sont préparées a diverses concentrations et incubées a 37° pendant 
trente-cing minutes dans les mémes conditions que la prolysine 
(c’est-a-dire 4 raison de 0,1 ml pour 1 ml de suspension de 
poudre acétonique contenant environ 10° bactéries/ml). On cons- 
tate alors que la lyse produite est proportionnelle 4 la concen- 
tration, de telle sorte qu’il est possible d’utiliser cette méthode 
comme technique de dosage de la trypsine pour des quantités 
d’enzyme allant de 1/10 pg a 2 ug environ; rappelons que la 
plus fine des méthodes de dosage traditionnelles (cf. Northrop, 
Kunitz et Herriott [418]), celle qui comporte l’emploi d’hémoglo- 
bine, permet d’apprécier 6.10-*° U.P. pour une adsorption 
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eee rique égale 4 0,02, alors que notre méthode permet de 
titrer 4.10—" U. P. pour la méme adsorption. Ce n’est pas dire 
cependant que la trypsine et la prolysine agissent de la méme 
facon sur la poudre acétonique. Diverses expériences en apportent 
la preuve : 

A. Sur poudre acélonique de bactéries préalablement chauffées, 
et sur poudre acétonique soumise a chauffage (quinze minutes 
a 70°, une minute a 80°) la trypsine est pratiquement aussi active 
que sur poudre acétonique normale. Au contraire, les prolysines 
sont strictement inactives, ainsi que le montre le tableau III. 


Tasteau Il]. — Comparaison de l’activité de la prolysine et de la 
trypsine selon le mode de préparation de la suspension 
bactérienne (la lyse aprés trente-cing minutes 4 37° de la poudre 
acétonique normale en suspension dans l’eau est prise comme 
unité). 


PROLYSINE TRYPSINE 
1/1 100 0,3 ne 


Poudre normale mais en suspension en milieu 70 
a5 p. 100 de glycérine 
Poudre en suspension dans l'eau : 


Chauffée 4 mn a 70° 
Chauflée 4 mn a 80° 
Chauffée 15 mn 4 70° 
Poudre acétonique de bactéries préalablement 
chauffées : 
4 mn a 70° 
5 mn a 70° 
4 mo a 80° 


B. Sur une suspension de poudre acétonique déja sensiblement 
autolysée par vieillissement, la trypsine conserve la plus grande 


partie de son activité, alors que les prolysines sont inactives 
(tableau IV). 


Tasteau IV. — Action de la prolysine et de la trypsine sur une 
Suspension de poudre acétonique dans l’eau, aprés seize heures 
et quarante heures de conservation 4 22° (la lyse obtenue immé- 


ee aprés la préparation de la suspension est prise comme 
uni 


PROLYSINE TRYPSINE 
1/1 100 


Aprés 16 h.. . 
Aprés 40 h 
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C. On sait que le sérum humain contient un inhibiteur spéci- 
fique des enzymes protéolytiques [5]. Cet inhibiteur, précipitable 
avec la fraction globulinique, empéche également la lyse de la 
poudre acétonique par la trypsine, comme le montre l’expérience 
suivante : 0,03 ml de sérum sont mélangés a 0,5 ml d’une solu- 
tion de trypsine a 200 pg/ml et le mélange est maintenu a 20° 
pendant quinze minutes. Puis, comme pour un dosage habituel, 
on ajoute 0,1 ml de ce mélange a 1 ml de suspension de poudre 
acétonique et l’on fait incuber trente-cing minutes a 37°. L’inhi- 
bition est telle que la lyse n’atteint pas 30 p. 100 de celle 
provoquée normalement par la méme concentration de trypsine. 

Si Pon effectue la méme expérience avec la prolysine, méme 
en utilisant des quantités cing a dix fois plus grandes de sérum, 
on n’observe aucune inhibition, quelle que soit la concentration 
de prolysine employée. 

Ces résultats laissent peu de doutes sur la réalité de la distinc- 
tion que nous avons été amenés a établir : tandis que les enzymes 
protéolytiques agissent, le cas échéant, sur la poudre acétonique 
de bactéries sans participation effective du contenu bactérien, la 
prolysine agit en relation avec les mécanismes enzymatiques pré- 
servés Jors de la préparation acétonique, soit qu’elle permette leur 
mise en ceuvre, soit qu’elle s’y associe pour amplifier considéra- 
blement leur action. C’est cette conception qui nous a d’ailleurs 
incités a désigner ce nouveau groupe de substances par le terme 
général de « prolysines », destiné a les différencier clairement des 
enzymes protéolytiques. Cette conception trouve une confirmation 
dans le fait que, pour une méme quantité de prolysine, la lyse 
produite sur des quantités variables de poudre acétonique est 
constante en pourcentage : un tel résultat ne peut s’interpréter 
qu’en admettant que la poudre acétonique joue tout a la fois le 
role de substrat et d’agent ; avec la trypsine, au contraire, lors- 
qu’on utilise la poudre chauffée ot la composante d’autolyse se 
trouve éliminée, c’est la quantité absolue de poudre lysée qui 
intervient. 


IV. — Discussion ET CONCLUSIONS. 


Le fait que l’infection par un phage tel que Fcz s’accompagne 
de la production d’une substance telle que la prolysine pose une 
série de problémes d’intérét non négligeable. En premier lieu, et 
sans anticiper sur les résultats que nous exposons ultérieurement, 
notamment a propos des conditions de synthése de la prolysine, 
il n’est pas douteux que la production de celte substance mani- 
feste l’existence d’un complexe infectieux bactérie-phage doté 
d’un métabolisme caractéristique et qui, toutes choses égales 
d’ailleurs, rappelle les phénoménes de toxinogéneése lhiés a la lyso- 
génisation de Corynebacterium diphtheriae |7]. 
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Tout se passe comme si le phage virulent, a l’égal du phage 
tempéré, déterminait les conditions d’une protéosynthése nouvelle. 
Bien entendu, chez les bactéries lysogénes, le phénoméne a des 
implications génétiques dont rien ne permet d’affirmer l’inter- 
vention dans le cas qui nous intéresse; mais, du moins, ce 
rapprochement a-t-il l’avantage d’attirer l’attention sur un éven- 
tuel « parasitisme biochimique » des virus qui pourrait n’étre pas 
moins important que le « parasitisme génétique » allégué par de 
nombreux auteurs. 

En ce qui concerne le mode d’action de la prolysine, nous en 
sommes encore réduits aux hypotheses. 'L’action des lysats ultra- 
filtrés sur les bactéries vivantes s’accompagne d’une transforma- 
lion antigénique spécifique qui joue certainement un role dans la 
formation des « zones de lysine », bien qu’on ne puisse négliger 
en la circonstance l’effet de lyse générale s’effectuant au niveau 
des bactéries mortes étalées sur la gélose ; quoi qu’il en soit, 
Videntité de cet agent avec la substance responsable de Ja 
lyse de la poudre acétonique ne semble pas devoir étre mise 
en doute. On peut alors se demander si la transformation anti- 
génique liée a la présence de récepteurs spécifiques (d’ailleurs 
distincts de ceux du phage correspondant) ne peut pas s’expliquer 
par la pénétration de la prolysine (impossible chez les bactéries 
vivantes en l’absence de tels récepteurs) et son intervention au 
niveau des mécanismes enzymatiques dont la mise en ceuvre, aprés 
la mort. des bactéries, se traduit par une accélération notable de 
Vautolyse. Il est difficile, en effet, d’admettre que la lyse de la 
poudre acétonique par la prolysine résulte de l’exercice d’une 
activité enzymatique directe et limitée a un substrat chimique- 
ment spécifique. L’hypothése d’une mise en jeu de systémes 
enzymatiques appartenant en propre a la bactérie semble beaucoup 
plus conforme a l’ensemble de nos observations. 


RESUME. 


L’infection de E. coli Fb par le phage I'cz s’accompagne de 
la production d’une substance non reproductible en série, qui pro- 
voque sur les bactéries vivantes cultivées en milieu solide l’appari- 
tion de « zones de lysine », et qui lyse les bactéries tuées dans 
certaines conditions. L’action de cette substance, pour laquelle 
on propose le nom de « prolysine », sur la poudre acétonique 
de bactéries, a permis d’établir une méthode de titrage sensible. 
On a étudié le processus et la cinétique de la lyse, l’influence 
de différents facteurs sur l’inactivation de la prolysine, l’adsorp- 
tion spécifique et non spécifique au niveau des bactéries. Les 
résultats obtenus et la comparaison effectuée avec l’action de la 
trypsine permettent d’envisager l’hypothése d’une action « indi- 
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recte » de la prolysine, qui interviendrait au niveau des méca- 
nismes d’autolyse propres de la bactérie. 


La signification éventuelle de cette substance est discutée. 


SUMMARY. 
3. 


The infection of E. coli Fb by the phage Fcz is accompanied 
by the production of a substance non-reproducible serially, which 
causes in living bacteria growing on solid medium the apparition 
of « lysine zones » and which provokes lysis of the killed bacteria 
under certain conditions. The action of this substance, for which 
the name of « pro-lysine » is proposed, on acetonized powder 
of bacteria, has allowed the establisment of a sensitive method 
of titration. The process and kinetics of the lysis have been 
studied, also the influence of different factors on the inactivation 
of prolysine, and the specific and non-specific adsorption on 
bacteria. The results obtained and the comparison with the 
action of trypsin allow to consider the hypothesis of an « indi- 
rect » action of prolysine on the autolytic mechanisms peculiar 
to the germ. The eventual significance of this substance is 
discussed. 
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RECHERCHES SUR LA MESURE DE L’ACTIVITE 


HEMICELLULOLYTIQUE DES SOLS. 
ll. — ETUDE THEORIQUE 


par J. AUGIER (*). 


(Institut Pasteur, Service de Microbie technique) 


Dans notre précédente note [4] nous avons exposé le protocole 
expérimental général que nous avions adopté. Il consiste essen- 
tiellement a obtenir des dilutions décimales de suspensions de 
terre et a ensemencer chacune d’elles dans 5 tubes contenant un 
milieu électif pour hémicellulolytiques. Nous pratiquons chaque 
jour des lectures permettant la mise en évidence des nitrites 
apparus et la disparition des hémicelluloses. Ces résultats sont 
portés sur un graphique aprés avoir calculé les D,, et les T;, 
(voir note précédente). Nous avons montré que la courbe de lyse 
des hémicelluloses était la différence entre la courbe des nitrites 
traduisant le début de la croissance et la courbe de disparition 
des hémicelluloses traduisant sa fin. Nous avons indiqué comment 
tracer cette courbe « différentielle » qui représente en somme 
Vallure de l’attaque des hémicelluloses par les germes du sol. 

Nous avons enfin souligné l’intérét de la courbe des nitrites 
qui est trés voisine d’une hyperbole. 

Dans la présente note nous nous proposons d’étudier quel serait 
le comportement d’une flore tellurique idéale et donc jamais 
rencontrée en pratique. Nous espérons ainsi établir les lois de 
ce comportement. C’est de la comparaison des résultats pratiques 
avec ces principes théoriques que nous espérons trouver le com- 
portement réel des hémicellulolytiques au sein du sol. 

Notre exposé comprendra deux parties : la premiére consacrée 
a l'étude mathématique de la différentielle et de la courbe des 
nitrites, la deuxiéme, biologique, visera a préciser les significations 
de principe de ces courbes. 


A. — ParTIE MATHEMATIQUE. 


1° Equation DE LA DIFFERENTIELLE. — A chaque dilution les 
tubes ensemencés mettent un certain temps pour consommer les 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 janvier 1956. 
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hémicelluloses. Ce temps sera d’autant plus long que le nombre 
des germes ensemencés sera plus petit, c’est-a-dire provenant de 
dilutions plus poussées ; or 4 chaque dilution ce temps est repré- 
senté par la distance comprise entre la courbe d’apparition des 
nitrites (début de culture) et la courbe de disparition des hémi- 
celluloses (fin de culture). En reportant sur de nouveaux axes 
de coordonnées l’intervalle compris entre ces deux courbes, on 
obtient la différentielle : celle-ci représente done bien la variation 
du temps de culture en fonction de la dilution. Nous allons 
exprimer ce fait sous forme mathématique. 

A chaque dilution d on ensemence un certain nombre de germes 
que nous désignons par Na, or on sait [2] que : 


N = Na Qut 


ou wu est le taux de croissance, c -est-a-dire le nombre de divisions 
dans l’unité de temps choisie, 
t le temps nécessaire pour avoir N germes en fin de croissance. 
Ce qui peut s’écrire : ; 


N 
log x, = vt log 2. 


Nous pouvons admettre que la masse M de bactéries produites 
est proportionnelle 4 leur nombre, d’ot en désignant par Mg !a 
masse de bactéries ensemencées par la dilution d : 


log R 


M 
8 Ny = 10S y= vt los 2 (1) 


Ma 


Vaccroissement de masse m des bactéries au cours de la croissance 
est : 
= M — Ma 


M étant la masse des germes en fin de croissance. 

Or la masse de germes produite par une culture est égale au 
produit de la concentration C de la source énergétique par fe 
rendement R des germes en croissance {2}. D’ou : 


en combinant les équations (1) et (2) on a: 
RC 
log Gr + 1)= utlog 2. 


RC : 
Comme =— est toujours grand par rapport a 1, puisque Ma 


Ma 


est une quantité trés petite, 1 devient négligeable et nous avons : 


RC 
log haw ut log 2 (3) 
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_En outre, en désignant par M, la masse de germes A la dilu- 
tion o, la masse de germes A la dilution d est : 


Ma = Mo 108 
et léquation (8) devient : 
KC 
log Me 102 — ¥ t log 2 (4) 


en désignant par ¢, et f, les temps de culture correspondant a 
deux dilutions d, et d,, d’aprés l’équation (4) on a le systéme : 


ee RC RC 
8 Mo 103, =u t, log2 et log i, tow i ty Log 2 


en résolvant il vient : 


= =f log.2). ee (8) 


d étant le logarithme de la dilution, l’équation (5) montre (voir - 
fig. 1) que sur les coordonnées choisies (axe des y gradué en log 
des dilutions) cette fonction est une droite. 

Sa pente étant : 


dy — dy 
PT eh 
Péquation (5) devient : 
u log 2=— p (6) 


et, en désignant par f, le temps correspondant a la dilution d = 9, 
et ¢ le temps correspondant a une dilution d, l|’équation (5) 
devient : 


— “p= vlog 2 (“) 
l’équation (7) représente l’équation générale de la différentielle. 

Remarquons enfin, en tenant compte des équations (4) et (7), 
que plus f, est grand, plus le rendement est grand et ceci pour 
un méme nombre de germes 4a la dilution d = o. 

Dans la figure 1 nous donnons un exemple théorique de courbe 
correspondant 4 un taux de croissance de 33,3 divisions par jour, 
e@estedire ——-p = — 10 et Aun i, = 0,3. 


2° EQUATION DE LA COURBE DU TEMPS DE LATENCE (COURBE DES 
NiTRITES). — Dans notre précédente note [4] nous avons montré 
que cette courbe est trés voisine d’une hyperbole. 

L’axe des y portant les log des dilutions désigné par d, l’axe 
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TEMPS EN JOURS 
6°). (pera lg telat bbst © eens 7eeies ee OmeR 


© COURBE DE DISPARITION DES HEMICELLULOSES 
@ COURBE D'APPARITION DES NITRITES 
©@ DIFFERENTIELLE 

@ ASYMPTOTE DES COURBES () ET (2) 


log DES DILUTIONS 


Bik O biel a hg ee cht Peery 


Brews 


des « le temps (’ el comme son asymptote horizontale coupe fa 
partie négative de Vaxe des y, son équation est : 


a 
d= 7+D 


D étant la valeur de d pour laquelle = 


' 
“N 


' 
ol 


' 
5 


VALEUR ABSOLUE DES log. DES DILUTIONS 
w 


2h) Ree ee 


eecie 6 48 
“ TEMPS EN JOURS 0,5 


BiGeeee 
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Et a le coefficient de courbure de hyperbole. 
En posant T = ; Péquation précédente devient : 
d=aT+D 


C’est l’équation d’une droite de pente a. 

Dans la figure 2, comme nous avons fait correspondre les 
valeurs de ¢’? aux valeurs de T, la courbe obtenue sur ces coor- 
données (en somme semi-hyperbolique) est une droite de pente a 
et son intersection avec l’axe des dilutions donne la valeur de D. 
Pour des raisons de simplicité nous avons porté les valeurs de d 
en valeur absolue (D donne ainsi immédiatement le nombre de 
germes qui est N = 10?). C’est done la valeur absolue de la 
pente guil faudra calculer a partir du graphique expérimental 
obtenu. On réalisera facilement ce calcul en appliquant la formule 
suivante : 

Ja] = |D| — 1dy] = |p’ 


ou: 

|D} est la valeur absolue de l’intersection de la droite avec 
Vaxe de dilutions ; 

|d,|la valeur absolue de d pour ?? = 1; 

|p’| la valeur absolue de la pente. 

Pour l’exemple numérique représenté sur la figure 2, on a pris 
D =7 et d, = 38,5, dans ce cas la pente est: 


Ip'] =7—3,5=3,5 


B. — PARTIE BIOLOGIQUE. 


1° SIGNIFICATION THEORIQUE DE LA DIFFERENTIELLE. —— Nous 
voyons que d’aprés l]’équation (6) la pente de la différentielle 
permet de calculer (en principe) le taux de croissance des germes 
hémicellulolytiques en cause. Nous verrons dans la prochaine 
note que la méthode expérimentale proposée ne permet pas d’avoir 
ce taux de croissance avec une bonne précision, mais seulement 
son ordre de grandeur. Nous ne voulons pas en effet mesurer 
réellement ce taux de croissance, mais seulement savoir s'il 
présente ou non & un moment donné une variation brusque et 
importante. 

Dans la présente note nous nous sommes proposé d’étudier 
quel serait le comportement d’une flore hémicellulolytique idéale 
contenue dans une terre idéale. Nous voulons dire par la qu’une 
telle terre contiendrait une flore hémicellulolytique homogéne 
quant a son taux de croissance et non forcément constituée par 
une seule espéce de germes. 
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Mais pourquoi avoir pris cette optique comme idéal? C’est 
que tout ce que nous venons de dire présuppose une hypothése, 
la voici : 

On sait depuis Winogradsky que la flore tellurique renferme de 
trés nombreuses espéces de germes qui, une fois isolées, peuvent 
avoir telle ou telle activité, mais ne pas forcément l’avoir dans 
la terre elle-méme, autrement dit la flore réellement active dans 
la terre est celle qui est capable de soutenir la concurrence éven- 
tuelle des autres germes vis-a-vis d’un substrat donné. Comment 
cette flore peut-elle le faire ? 

Entre autres explications, 11 nous semble que le facteur le plus 
important est le taux de croissance de ces germes. Un germe 
hémicellulolytique a taux de croissance faible ne pourra sdrement 
pas soutenir la concurrence d’une autre espéce 4 taux de crois- 
sance élevé; tandis que plusieurs espéces a taux de croissance 
voisin pourront croitre ensemble proportionnellement 4 leur taux 
de croissance et donc contribueront ensemble a la dégradation 
des hémicelluloses. C’est pourquoi la mesure méme trés approxi- 
mative du taux de croissance de la flore hémicellulolytique nous 
parait importante ; les germes a fort taux de croissance étant 
ceux qui sont réellement actifs dans la terre, les autres ne 
Vétant pas. 

Or, nous avons vu dans notre premiére note que le fait de pra- 
tiquer des dilutions détruisait la concurrence en produisant un 
inévitable effet de ségrégation. Les propriétés électives du milieu 
ne permettent pas de corriger ce défaut puisque tous les germes 
hémicellulolytiques pourront y pousser, quel que soit leur taux 
de croissance. 

C’est par le tracé de la différentielle, nous renseignant sur 
Yordre de grandeur du taux de croissance, que nous saurons quel 
est le nombre réel des germes hémicellulolytiques. 

En somme, le point ou la différentielle marquera un change- 
ment brusque de pente sera celui correspondant a la dilution D,, 
des germes a taux de croissance élevé, donc des germes actifs 
dans le sol. 


2° SIGNIFICATION THEORIQUE DE LA COURBE DE LATENCE. — a) Signi- 
fication de p’. — On sait, d’aprés les études de Monod [2] sur la 
croisance bactérienne, que le temps de latence est trés court ou 
méme nul lorsque le repiquage ne comporte pas de changement 
de milieu de culture et lorsque l’on opére pendant la phase expo- 
nentielle, Le temps de latence réapparait lorsque le repiquage 
est fait une fois la phase exponentielle dépassée. I] tend 
a s’allonger lorsqu’on opére avec des cultures de plus en plus 
viellies et donc en voie de lyse. 

D’aprés ce qui précéde, le temps de latence devrait donc étre 
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d’autant plus court que la flore hémicellulolytique des sols est 
en accroissement, d’autant plus long qu’elle est en état de lyse, 
et moyen quand elle est en équilibre d’accroissement et de lyse. 

On sait par ailleurs que le temps de latence dépend également 
de la composition du milieu d’expérience : si l’on repique sur 
un milieu différent il y a toujours un temps de latence qui est le 
temps nécessaire a l’adaptation a ce milieu. 

Notre milieu étant de composition physicochimique trés diffé- 
rente de la terre, il y aura toujours un temps de latence minimum 
correspondant 4 |’adaptation 4 ce milieu. 

De tout ceci, nous pouvons déduire que la loi de variation se 
traduisant, sur coordonnée semi-hyperbolique, par une droite de 
pente p’ dépend : 

a) De Vadaptation a notre milieu de culture ; 

B) De l'état d’accroissement, d’équilibre ou de lyse de la flore. 

Dans l’état actuel de nos recherches, il ne nous est pas pos- 
sible de préciser plus avant quelle devrait étre la variation de p’ 
selon l’état végétatif de la flore. 

En effet, importance relative des deux variables ci-dessus ne 
nous est pas encore connue. Nous verrons d’ailleurs dans notre 
prochaine note que nos résultats expérimentaux sont loin de se 
ramener 4 un cas simple en ce qui concerne la valeur de p’. 
Nous verrons, en effet, que p’ n’a de valeur que lorsque la terre 
est en état de repos. 

b) Signification de D. — Le point D (fig. 2) représente la dilu- 
tion D,, qui, en un temps trés long, donnera 50 p. 100 de résul- 
tats + et 50 p. 100 de résultats —. C’est done en principe la 
dilution limite. 

Voyons dans quelles conditions : 

a) Cas d’une flore a taux de croissance non homogéne. — Dans 
ce cas le point D n’a pas de signification puisqu’il correspond, 
nous l’avons vu, a une flore trés peu active dans le sol; c’est 
l’angle de la différentielle qui donne le point D,, limite. 

B) Cas d’une flore homogéne. — D’une maniére rigoureuse ce 
cas n’est jamais rencontré, certaines terres pouvant cependant 
étre assimilées a ce cas idéal (c’est ce que nous verrons en étu- 
diant des terres vieillies au laboratoire par exemple). Dans ces 
conditions, le point D prend toute sa signification : il donne en 
valeur absolue le nombre des germes par gramme de terre 
qui est : 

N =0,7 40D 


0,7 étant le nombre de germes par centimétre cube le plus 
probable contenu dans une dilution D,, (calculé a l’aide du pre- 
mier terme de la série de Poisson). 

Remarquons enfin que dans ce cas, et dans celui-la seulement, 
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la numération est indépendante de l’arrangement des germes 
entre eux et done des amas bactériens. Nous donnerons ailleurs 
plus de détails sur cette remarquable propriété de la courbe de 
latence. 


CONCLUSION. 


Nous venons, dans cette note, d’énumérer les propriétés théo- 
riques d’une terre idéale. Nous verrons dans la prochaine note 
dans quelle mesure l’expérience permet d’en tirer tout le profit 
qu’on peut théoriquement en attendre. 


RESUME. 


Dans une nole précédente, l’auteur a décrit le protocole général 
de sa technique. Dans la présente note il précise quel est le 
comportement théorique d’une flore hémicellulolytique idéale 
dans le but d’utiliser ces conclusions pour l’interprétation de ses 
résultats expérimentaux (qui seront exposés dans la note sui- 
vante). 


SUMMARY. 


In a previous paper the author has described the general: pro- 
tocol of his technique. In the present paper he gives the theore- 
tical requirements of an ideal hemicellulolytic flora, having in 
view the utilization of these conclusions for the interpretation of 
his experimental results (which will be presented in the following 


paper). 
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NECESSITE DE L’OXYGENE 
POUR LE DEVELOPPEMENT DE LA LEVURE 


par Corrado CANTARELLI (*) (*). 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations) 


‘Les expériences de Pasteur avaient montré qu’un mowtt sucré, 
privé d’oxygéne, ensemencé avec de la levure, fermente trés len- 
tement et trés peu et qu’ll ne se forme, dans ces conditions, que 
des traces de levure : 255 mg pour 45 g de sucre disparu en 
trois mois. 

Denys Cochin [4] a repris ces expériences de Pasteur en ense- 
mengant avec des levures s’étant développées dans un milieu déja 
privé d’oxygéne. 

Aprés divers téatonnements, il a employé le dispositif suivant : 
une série de boules en verre de 40 4 50 ml sont reliées entre 
elles par des tubes légérement étranglés en leur milieu. Chaque 
boule contenait 20 ml d’eau de levure ou de mott de biére, sauf 
la derniére qui renfermait de la potasse a 20 p. 100 destinée 
a absorber le CO, au fur et 4 mesure de sa formation et a éviter 
un excés de pression. 

Aprés stérilisation de l’appareil, la boule I était ensemencée 
avec un peu de levure de biére. On faisait alors le vide dans le 
systéme en faisant bouillir le liquide pour évacuer le maximum 
d’air et on fermait 4 la lampe la tubulure terminale. A l’étuve, 
le liquide de la boule I fermentait trés lentement et le dévelop- 
pement de la levure était presque nul comme dans les expériences 
de Pasteur. On ensemencait alors le contenu de la boule II avec 
quelques gouttes de celui de la boule I. Celle-ci était alors 
détachée au chalumeau. Le développement était insignifiant et 
dans la boule III ensemencée par la méme technique, 1] était nul 
et aucune fermentation ne se produisait. Cependant, les levures 
servant 4a l’ensemencement étaient bien vivantes, car, quand on 
faisait rentrer aseptiquement l’air dans les boules, on constatait 
un développement et une fermentation rapides. 

Denys Cochin pouvait affirmer que, dans ces conditions 
d’anaérobiose stricte, le développement de la levure était impos- 
sible. 

(*) Boursier du Gouvernement italien. 

(**) Manuscrit recu le 19 décembre 1955. 
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Cette expérience, que nous avons tenu a rappeler car elle est 
souvent oubliée, était faite dans des conditions trés rigoureuses. 

Mais, depuis les travaux de Wood et Werkman [2], de 
Wieland [3] et de Weinhouse, Millington et Lewis [4], on sait 
que le CO, est nécessaire au développement cellulaire. On peut 
done objecter que, dans les essais de Denys Cochin, c’est non 
pas la carence en O, mais bien celle en CO, capté au fur ct 
a mesure par la potasse, qui empéche le développement de la 
levure. 

Aussi avons-nous pensé qu’il serait intéressant de refaire 
lexpérience de Denys Cochin, mais en évitant cette cause 
d’erreur. 

TECHNIQUES EXPERIMENTALES. 


APPAREIL EMPLOYE. — ‘Les essais ont été réalisés en utilisant 

un appareil en verre permettant de suivre le développement de 
la levure par néphélométrie. : ; 
' Trois tubes calibrés en Pyrex sont reliés entre eux par un tube 
supérieur. Chacun d’eux contenait 25 ml de milieu. Le premier 
renfermait en outre un petit morceau de fer entouré de verre. 
Il permettait, a l’aide d’un aimant, de faire l’ensemencement d’un 
tube a un autre. 


Mivigeu EMPLoyE. — C’est le milieu synthétique W.E.S. A. 
employé par M. Lemoigne, J.-P. Aubert et J. Millet [5]. C’est un 
milieu minéral contenant du glucose et une trés faible quantité 
d’asparagine et de vitamines. Le pH est de 6. La limpidité de 
ce milieu permet de suivre la croissance par néphélométrie. 


LEvuRE UTILISEE. — On a utilisé deux souches de Saccharo- 
myces cerevisiae : une levure de boulangerie (souche diploide II [5}) 
et une levure de biére de la brasserie Moritz, a Paris. Les Q. R. 
(CO,/O,) de ces souches, sur glucose 4 30°, pendant cinquanie 
minutes, étaient respectivement de 3,3 et de 7. 


METHODES ANALYTIQUES. 


Glucose : méthode de Somogyi [6]. 

Alcool : méthode de Martini et Nourisson [7}. 

‘La matiére séche est déterminée par néphélométrie au photo- 
colorimétre Coleman (& 620 my) en étalonnant les valeurs par 
rapport a la prise directe de la levure récoltée puis lavée deux 


fois en séparant les liquides par centrifugation, et desséchée A 
100° C, 


ConDUITE DES EssAls. — Dans des essais préliminaires, on 
employait des tubes simples calibrés qui, aprés ensemencement, 
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étaient scellés sous vide. Dans d’autres essais, comparables a ceux 
de Denys Cochin, on opérait comme suit : 

Dans Vappareil stérilisé, on introduisait le milieu (25 ml par 
lube). La concentration en glucose était plus élevée dans le pre- 
mier tube afin d’obtenir un “plus fort développement de la levure 
et, par Suite, un épuisement plus complet de l’oxygéne qui restait. 
Le premier tube était ensemencé avec 1 ml d’une culture de 
levure et on faisait le vide a V’aide d’une pompe. Le tube était 
alors fermé au chalumeau. 

L’appareil était mis 4 l’étuve a 30°, sur un agitateur alternatif 
(90 oscillations de 9 cm en une minute). Il était incliné d’environ 
40°. Le liquide offrait une large surface permettant l'utilisation 
facile de l’oxygéne restant. 

On déterminait Vopacité, grace au Coleman, a intervalles 
variables, suivant les essais. 

Des que le développement de la levure dans le premier iube 
avait atteint le maximum, on ensemengait le second en faisant 
passer quatre fois le morceau de fer enrobé de verre d’un tube 
dans le suivant. On recommengait de méme dés que le maximum 
de développement était atteint dans le tube II. A la fin de l’expé- 
rience, lappareil était ouvert. 

Le contenu des tubes I et IL était prélevé sans contamination 
et analysé. L’appareil, rempli d’air et fermé stérilement, était 
remis 4 |’étuve pour vérifier qu’il avait bien été ensemencé. 


RESULTATS. 


EssaIs PRELIMINAIRES. — Les résultats obtenus en présence d’air 
et dans le vide sont indiqués dans le tableau I. 

Ces essais, qui étaient nécessaires pour déterminer les condi- 
tions A réaliser pour les expériences suivantes, montrent que, 


TABLEAU I. 


en mg pour 100 m1) 
Nature de Durée en} Glucose Matiére, Alcool Sislar ence 
la levure : c a 


Boulangerie 
I air 
vide 


air 
are 
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méme dans les tubes ouverts, l’aération est mauvaise. En effet, 
pendant la période de croissance logarithmique, le taux de crois- 
sance est tres faible : 0,20-0,21, alors qu’il est de 0,55 quand 
laération est trés forte. Il est extrémement faible pour la levure 
de biere. 


EssAIs EN L’ABSENCE D'OXYGENE. — Ces essais ont été faits dans 
l'appareil inspiré de celui de Denys Cochin, mais en présence de 
GO: 

Levure de boulangerie. — Cette expérience est faite suivant 
les conditions qui ont été décrites. Les résultats sont indiqués 


dans le tableau II. 
Tasieau II. 


tube III ’ 
avant ren-| apres ren- 
trée d’air| tree d’air 


tube IL tube II 


en mg/100 ml dans les: 


glucose initial 228 
glucose @ la fin | ¢) 
matiére séche formée Ad e 


Le tube I est ensemencé avec une culture de levure de 
24 heures 4 30°. On fait le vide et on porte a 30° sur l’agitateur. 

Le rendement maximum est atteint aprés trente-six heures. La 
matiére séche formée pour 100 ml, calculée par néphélométrie, 
est de 36 mg. 

On ensemence le tube IIT comme il a été indiqué. La croissance 
est trés lente et aprés soixante-douze heures, on n’a que 7 mg 
de matiere formée (pour 100 ml). On ensemence le tube III. On 
maintient 4 30° pendant six jours, il n’y a aucun développement. 

On ouvre alors l’appareil pour analyser les tubes I, II et [II 
et, pour vérifier que le tube III a bien été ensemencé, apres le 
prélévement fait asepliquement, on laisse l'appareil sur |’agita- 
teur 4 30°, aprés lavoir simplement fermé par un coton stérile. 
Comme lair est revenu, le développement est rapide et apres 
quarante-huit heures la néphélométrie permet de constater la for- 
mation de 44 mg de matiére séche. 

Le tableau II donne les résultats. 

Levure de biére. — La conduite de l’essai est identique. La 
teneur en glucose du milieu du tube I a été augmentée pour 
accélérer Pépuisement en oxygéne (tableau III). 

Le tube I est ensemencé avec une culture de 26 heures aA 30°. 
On fait le vide et on met sur l’agitateur 4 30°. 

Aprés quarante-huit heures le développement a atteint son 
maximum. I] est de 30 mg pour 100 ml. 

On ensemence le tube II. Aprés sept jours, le développement 
est insignifiant: 0,9 mg/100 ml. Il n’augmente pas jusqu’au 
treizieéme jour. 
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Tasieau III. 
en mg/I00 ml dans les: tube III 
avant ou- | aprés ou- ~ 


glucose initial 
glucose a la fin 


matiére séche formée 
S/G 


On ensemence alors le tube III. Aprés neuf jours, il n’y a 
aucun développement. Il a été cependant bien ensemencé, car 
l'appareil étant ouvert aseptiquement, le développement se pro- 
duisait et, aprés sept jours, on constate qu’il y a eu 63 me de 
M S formés. 

Les dosages d’alcool n’ont pas été reportés ici, car étant donné 
le dispositif de l'appareil, l’alcool passe par distillation d’un 
tube a l’autre. 

Discussion. 


Les résultats de ces expériences confirment complétement les 
conclusions de Denys Cochin sur |’impossibilité pour la levure 
de se développer en l’absence totale d’oxygéne. Ceci est vrai 
aussi bien pour la levure de biére que pour la levure de boulan- 
Serie. 

L’objection que ]’on pouvait faire aux travaux de Denys Cochin 
ne peut plus étre invoquée, car la levure reste constamment en 
présence de CQ,. 


SUMMARY. 


The results of these experiments confirm completely the conclu- 
sions of Denys Cochin concerning the impossibility for yeast to 
develop in the total absence of oxygen. ‘This is true for both 
brewer’s yeast and for baker’s yeast. 

The objection which one could make to the results of Denys 
Cochin can no longer be put forward, since the yeast remains 
continously in the presence of CQ,. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 4° Mars 1956 


Présidence de M. PreEvotT 


NOTICE NECGROLOGIQUE 


CONSTANT MATHIS 


(1871-1956) 


Le médecin général Constant Mathis est mort le 18 janvier dernier 
a lage de 84 ans. Il appartenait A cette génération de médecins de Ja 
marine et des colonies qui eut pour mission d’étendre a |’étude de la 
pathologie tropicale la doctrine et la technique pasteurienne dans nos 
territoires d’outre-mer. 

Sorti de l’Ecole du Service de Santé de Bordeaux en 1895, Mathis, 
aprés une campagne en Guyane comme médecin de marine, opte 
en 1902 pour l’armée coloniale ; il suit en 1905 l’enseignement de 
l'Institut Pasteur et sa carriére est dés lors définitivement orientée. 
En 1908, il assure la direction de l'Institut antirabique et bactério- 
logique du Tonkin & Hanoi; durant la grande guerre, il est méde- 
cin chef d’un régiment, puis mis a4 la téte d’un laboratoire d’armée. 
Aprés un séjour au Cambodge, il sera désigné, sur la proposition de 
l'Institut Pasteur, pour prendre la direction de l'Institut Pasteur de 
Dakar qu’il aménagera en filiale de la maison mére en l’adaptant, par 
la construction de nouveaux et spacieux laboratoires dotés du matériel 
nécessaire, aux exigences d’un grand établissement de recherches bio- 
logiques. Il y restera de 1924 A 1937, aprés quoi il se fixera définiti- 
vement en France. 

L’ceuvre médico-scientifigue de Mathis s’étend sur prés d’un demi- 
siécle ; elle est marquée par une grande diversité, mais c’est aux 
études de pathologie humaine et animale qu’il a consacré la part 
essentielle de son activité de chercheur. Eléve de F. Mesnil, qui sera 
son maitre et son conseiller pendant trente ans, les maladies dues 
aux protozoaires lui ouvrent un champ d’action encore peu exploré 
au début du siécle dans nos possession d’outre-mer. Au Tonkin. il 
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procéde a4 l'étude épidémiologique du paludisme dont il montre la 
répartition trés inégale; il en détermine les espéces anophéliennes 
vectrices. Quant a l’amibiase, nous savons combien son apport a 
été substantiel & nos connaissances sur la morphologie, la diagnose et 
le cycle évolutif d’Entameba dysenterie, ainsi qu’a la clinique et a la 
prophylaxie de la dysenterie amibienne. Mathis a toujours soutenu que 
Vamibe dysentérique était normalement un parasite saprozoite, et que 
le déclenchement de son pouvoir pathogéne était subordonné a un 
ensemble de facteurs qui ne se rencontraient guére que dans les régions 
chaudes et humides. Tous les coloniaux, écrit-il, savent que les dysen- 
tériques qui ont contracté leur infection en Indochine, domaine de 
prédilection de l’amibe pathogéne, doivent étre rapatriés en France 
pour éviter une aggravation de leur état. C’est A la flore bactérienne 
associée qu’il attribuait cette situation, flore qui se modifiait et s’éli- 
minait dés que le malade revenait vivre sous un climat tempéré. Pour 
ce qui a trait a la transmission de la dysenterie amibienne, Mathis 
contrairement 4 une opinion jadis trés répandue, a relégué A l’arriére- 
plan le réle de l’eau de boisson pour lui substituer la contagion inter- 
humaine : les kystes, pour provoquer l’infection, doivent passer rapi- 
dement d’un sujet infecté 4 un sujet sain, car ils perdent bientét leur 
vitalité dans le milieu extérieur. 

Non moins appréciable est la contribution apportée par Mathis a 
l’étude de la spirochétose récurrente A tiques de 1’A. O. F. qui n’avait 
jamais été soupconnée avant la découverte par André Léger du spiro- 
chéte de la musaraigne, Crocidura stampflii. Ses recherches et celles 
de ses collaborateurs devaient conduire a identifier ce parasite a Sp. 
duttoni var. crocidurae, retrouvé par la suite chez plusieurs espéces Je 
muridés ot il se cantonne dans le cerveau et la rate, sans apparent 
dommage, aprés une bréve phase d’infection sanguine. L’importance 
de cette spirochétose dans la nosologie africaine est apparue lorsque 
Durieux eut découvert son agent de transmission, Ornithodorus erra- 
ticus, déja connu comme vecteur de la fiévre hispano-marocaine. 

L’épidémie de fiévre jaune qui frappa le Sénégal en 1927, fournit a 
Mathis l’occasion de se livrer 4 son étude en collaborant, ainsi que Jean 
Laigret, aux recherches de Sellards 4 qui il avait ouvert ses labora- 
toires. C’est la que fut réalisée la transmission de la premitre souche 
humaine de virus africain au Macacus rhesus, virus emporté par 
Sellards aux Etats-Unis 4 la fin de 1928, d’ot il revenait six ans plus 
tard sous la forme du vaccin Sellards-Laigret, aprés l’acquisition fon- 
damentale due 4 Max Theiler. Dans leur Traité des maladies dues aux 
Ultravirus, Levaditi et Lépine ont fait appel 4 Mathis pour rédiger le 
chapitre relatif au virus amaril. En pathologie humaine,notre regretté 
collégue a touché a4 bien d’autres sujets, au hasard de sa carriére 
coloniale ; il s’est intéressé & certains aspects épidémiologiques de la 
filariose lymphatique, de la peste, du béribéri, de la lépre. 

En pathologie animale, c’est encore a la protistologie qu’il s’est 
spécialement attaché. Avec Marcel Léger, il a décrit de nombreux 
parasites chez diverses espéces animales; les deux auteurs ont ras- 
semblé dans un volume richement illustré leurs travaux de parasi- 
tologie et de pathologie au Tonkin (1911). 

Lorsque l’heure de la retraite eut sonné pour lui, Mathis entreprit 
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la rédaction d’un ouvrage dont il avait patiemment rassemblé les 
éléments depuis longtemps: L’cuvre des Pasteuriens en Afrique 
Noire (A. O. F.) est un saisissant témoignage de ce qu’ont réalisé dans 
le domaine de la santé publique tous ceux qui, se prévalant du titre 
de pasteurien, ont été les pionniers qui ont apporté aux indigénes les 
bienfaits des découvertes de Pasteur et de ses disciples. Ce livre 
constitue en outre une véritable somme, au point de vue bibliogra- 
phique. Enfin, dans un Manuel de Pathologie Exotique écrit en col- 
laboration avec R. Pons, il nous a donné en 1948, sous une forme 
concise et bien ordonnée, les notions indispensables 4 tout praticien 
appelé a exercer outre-mer. 

Le médecin général Mathis, commandeur de la Légion d’honneur, 
était membre correspondant de l’Académie de Médecine, membre de 
l’Académie des Sciences coloniales, de la Société de Biologie, de la 
Société de Zoologie. La Société de Pathologie exotique le comptait 
parmi ses membres d’honneur. Son nom restera inscrit parmi ceux 
des premiers et grands pasteuriens coloniaux qui ont creusé le sillon 
tracé par A. Calmette en Indochine, E. Marchoux en Afrique Noire, 
et ont été les artisans et les apdtres enthousiastes d’une grande ceuvre 
mise au service de la colonisation, dans son expression la plus noble, 
et des peuples les plus déshérités. ~ 

G. 2G? 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine: Je désire présenter un ouvrage important qui a cette 
double particularité de n’étre pas strictement scientifique et de ne pas 
étre actuellement dans le commerce. Il s’agit de 1l’édition francaise 
des Régles pour la préparation des textes, rédigées sous forme d’un 
manuel provisoire par ]’Organisation mondiale de la Santé (1) et dont 
le D’ Howard-Jones a bien voulu faire hommage d’un exemplaire a la 
Rédaction des Annales de l’Institut Pasteur, comme il 1’a fait pour 
lédition anglaise 4 un certain nombre de revues scientifiques pour 
qui la préparation des textes d’auteurs représente un constant pro- 
bléme. 

Habillé d’une reliure 4 feuillets mobiles qui permet la mise a jour, 
louvrage se présente comme un manuel dont le but est de permettre 
au rédacteur et au correcteur de mettre sous la forme convenable les 
textes scientifiques destinés 4 l’impression. C’est dire que l’on y 
trouve non seulement les régles de présentation matérielle, les signes 
et symboles de corrections d’épreuves pour les textes francais comme 
pour les textes anglais, les us et coutumes typographiques comme ceux 
touchant la division des mots ou la présentation des formules mathé- 
matiques ou chimiques, etc, mais encore les régles générales de gram- 
maire touchant Jorthographe des mots composés et des noms 


(1) Organisation mondiale de la Santé, Régles pour la préparation des 
textes (Manuel provisoire). [Hors commerce.] 
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propres, des titres scientifiques ou des unités de mesure, ainsi que 
tout le vocabulaire propre A la terminologie médicale et aux sociétés 
scientifiques. 

C’est le premier, et jusqu’ici le seul ouvrage de ce genre qui offre 
au correcteur ou au rédacteur hésitant la solution des innombrables 
problémes de la mise au net d’un texte d’auteur. I] est vivement 
souhaitable que la codification de ces régles et usages par 1’OMS puisse 
étre adoptée par l’ensemble des rédactions d’ouvrages et de pério- 
diques scientifiques, de facon A introduire dans la présentation des 
textes une unité plus que jamais indispensable 4 une époque ow les 
relations internationales imposent une certaine standardisation, si 
l’on veut non seulement aboutir 4 une simplification du travail mais 
surtout maintenir la compréhension des symboles, abréviations et 
autres signes, en évitant de tomber dans 1’ésotérisme. 

Les exemples donnés qui illustrent chaque chapitre et chaque para- 
graphe sont en général clairs et bien choisis. Nous regrettons au cha- 
pitre des Noms et Titres (p. 18), l’expression « Chef de Section 
a l'Institut Pasteur », traduction manifeste de l'anglais, substituée 
au titre exact de « Chef de Service ». Regrettons aussi au chapitre des 
symboles (p. 10) le maintien du « gamma » grec pour désigner le 
microgramme, au lieu du symbole yg qui est également indiqué. 

L’ouvrage étant destiné a des correcteurs de textes bilingues ou de 
transposition du francais en anglais et réciproquement pourrait étre 
utilement complété par une table de transposition des unités lors- 
qu’elles ne sont pas identiques dans les deux langues (degrés Fahrenheit 
et degrés centigrades, métres contre feet ou yards, etc.). 

Il est certain que, sous sa présentation actuelle, ce manuel de 
VOMS rendra les plus grands services 4 la Rédaction des Annales. Il] me 
parait vivement souhaitable qu’une édition définitive puisse. étre 
bient6t mise au point et placée dans le commerce, pour le plus grand 
bien non seulement des rédactions et des correcteurs de textes scien- 
tifiques, mais encore pour les auteurs qui auront toujours avantage a 


s’y référer. 
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COMMUNICATIONS 


CULTURES CELLULAIRES DANS UN MILIEU UTILISANT 
L’'HYDROLYSAT DE CASEINE 
COMME SOURCE D’ACIDES AMINES 


par P. LEPINE, P. SLIZEWICZ, Pu. DANIEL et M. PACCAUD. 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


La préparation de milieux nutritifs relativement simples convenant 
aux cultures cellulaires in vitro est un probléme qui se trouve posé 
par le développement intensif de cette technique, utilisée chaque jour 
davantage dans 1’étude des virus. : 

Si les milieux purement empiriques 4 base de plasma, de sérum 
et d’extraits embryonnaires ont pu donner satisfaction, il est évidem- 
ment préférable d’utiliser des milieux dont la composition chimique 
est mieux connue. Plusieurs milieux dits synthétiques ont déja été 
proposés dans ce but. On peut citer parmi les derniers décrits, ceux 
de Ch. Waymouth [41] et de Eagle [2]. Il nous a paru utile, pour 
simplifier la préparation de ces milieux, de remplacer |’addition indi- 
viduelle des acides aminés par celle d’un hydrolysat protéique de 
composition convenable. Notre choix s’est porté sur l’hydrolysat de 
caséine (1) qui, utilisé A des fins thérapeutiques, nous semblait assuré 
d’une composition constante. Constitué uniquement de produits dia- 
lysables et utilisables par voie parentérale, il semble ne devoir pré- 
senter aucun pouvoir antigéne, ce dernier point nous paraissant inté- 
ressant pour l’utilisation éventuelle du milieu dans la préparation 
de vaccins. De plus, préparé par digestion enzymatique d’un produit 
biologique, les acides aminés s’y trouvent tous sous la forme L, direc- 
tement assimilable par les cellules. 

Toutefois, il est nécessaire de compléter ce milieu par l’addition de 
vitamines, que nous avons utilisées aux concentrations proposées par 
Eagle [3]. Ce dernier auteur avait aussi montré la nécessité de la glu- 
tamine, que nous avons ajoutée au milieu, l’hydrolysat de caséine en 
étant dépourvu. 


PREPARATION DU MILIEU. — Dans 1 litre de solution saline de Earle [4], 
on dissout 500 mg d’hydrolysat de caséine, 150 mg de glutamine, 
10 mg de cystéine, 50 mg d’acide ascorbique, 200000 unités de péni- 
cilline, 50 mg de streptomycine, 5 mg de chloromycétine. On y 


(1) Hydrolysat de caséine Girard-Mounier Vitrum, 1, avenue Georges- 
Lafenestre, Paris-14*, et Laboratoires Vitrum, Stockholm. 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 655 


ajoute 1 cm’ d’une solution concentrée de vitamines B (2), 1 cm? d’une 
solution d’acide folique (3) et 10 cm* d’une solution de biotine (4). Le 
milieu ainsi obtenu est stérilisé par filtration sur bougies Chamber- 
land L3. 

Ktant donnée la composition de l’hydrolysat de caséine, les concen- 
trations des acides aminés sont trés proches de celles qu’ils ont dans 
les milieux synthétiques déja proposés [5, 6, 7]. La solution finale- 


6 
3.5 
5 
5 to 
Fic. 1. — En abscisse, nombre des jours de culture. 


En ordonnée, logarithme du nombre moyen des cellules par tube. 


ment obtenue apparait parfaitement équilibrée du point de vue des 
amino-acides indispensables. Remarquons que les quantités de vita- 


(2) On dissout dans 1 1 d’eau distillée 1 g de chacun des produits sui- 
vants: niacine ou niacinamide, pyridoxine ou pyridoxal, thiamine, pan- 
thoténate de calcium, acide para-aminobenzoique, choline, et 100 mg de 
riboflavine. Stérilisée par filtration, cette solution peut se conserver Aa la 
température du laboratoire. 

(3) Dissoudre 1 g dacide folique dans 1 1 de solution alcaline 
(par exemple, soude N/10 ou bicarbonate de sodium 4 28 g p. 1000). 

‘4 Dissoudre 100 mg de biotine dans 11 d’eau distillée. 
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mines B sont trés supérieures A celles contenues dans le milieu 
Connaught 199. 


Résuttrat. — L’efficacité de ce milieu a été contrélée quantitative- 
ment sur la souche cellulaire HeLa. Maintenue auparavant dans le 
milieu suivant : Connaught (Parker) 199 : 30 p. 100 ; Earle : 40 p. 100 ; 
sérum humain : 30 p. 100, cette souche cellulaire fut progressivement 
adaptée au sérum de poulain, et, depuis quatre mois, elle est entre- 
tenue sur le milieu suivant : milieu & Jlhydrolysat de caséine, 
1000 cm? ; sérum de poulain, 100 4 150 cm*. 

On pouvait, en augmentant ou en diminuant la quantité de 
sérum (5), obtenir une croissance plus ou moins rapide. Nous avons 
établi, en utilisant la culture en tubes roulants et la méthode de 
numération des noyaux de Sandford [8], la courbe de croissance 
ci-jointe (fig. 1). Une centaine de tubes sont ensemencés avec 0,5 ml 
d’une suspension cellulaire (120000 cellules par millilitre). Le milieu © 
est renouvelé tous les deux ou trois jours. Les troisiéme, sixiéme, 
huitiéme, dixiéme et douziéme jours, on préléve une quinzaine de 
tubes ; on y compte les noyaux. L’ordonnée de chaque point représente 
le logarithme décimal de la moyenne arithmétique du nombre des 
noyaux contenus dans chacun des quinze tubes. On voit que la crois- 
sance dans le milieu proposé est absolument réguliére. 

De la méme facon nous avons pu vérifier que ce milieu, qui contient 
10 p. 100 de sérum seulement, donne une croissance égale a celle 
obtenue dans le milieu utilisé auparavant avec 30 p. 100 de sérum. 
Des constatations analogues ont été faites avec d’autres souches cellu- 
laires d’origine humaine ou simienne. 


RésumgE. — Un milieu simple, a base d’hydrolysat de caséine, enrichi 
en vitamines et additionné d’une quantité relativement faible de 
sérum de poulain, nous permet depuis plusieurs mois l’entretien de 
la souche Hela. Il parait se préter particuliérement bien A la crois- 
sance cellulaire in vitro. 
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(5) A une concentration de sérum de 1 p. 1000 ce milieu nous a permis 
Ja culture des celltles de rein de singe. 
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ELEMENTS D’ENQUETE BACTERIOLOGIQUE 
SUR L'INFECTION DU BETAIL FRANGAIS 
PAR V/BRIO FETUS 


par H. JACOTOT et A. VALLEE. 
(avec la collaboration technique de A. Le PRIOL). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale) 


C’est dans l’espéce humaine, chez une femme, que Vibrio fetus a été 
trouvé pour la premiére fois en France par R. Vinzent, J. Dumas et 
N. Picard, en 1947 [4]. 

En 1952, R. Vinzent et A. Alloy isolaient le germe de la matiére 
cérébrale d’un foetus de brebis, dans la région du Havre [2]. 

En 1954 et en 1955, J. Chevé et J. Gauthier apportaient les résultats 
de recherches systématiques effectuées par eux en Dordogne; sur 
41 foetus de vaches étudiés aprés avortement, 32 avaient permis 1’iso- 
lement du vibrion [3]. 

L’enquéte a laquelle nous nous sommes livrés nous-mémes, dans 
l’espéce bovine, vient ajouter A ces constatations et confirme les 
conclusions des investigations sérologiques que nous avons effectuées 
sur le méme sujet [4, 5]. ; 

Nous avons eu a examiner des produits divers : foetus et placentas, 
mucus vaginaux et lochies, spermes et liquides de lavage préputial. 
Le matériel était ensemencé en bouillon gélosé 4 0,1 p. 100 et, en 
méme temps, sur les milieux propres 4 la culture des brucelles. La 
présence éventuelle de vibrions était détectée par un examen 4 1’état 
frais, sur fond noir, des premiéres cultures en bouillon gélosé, suivi 
d’un examen aprés coloration. Les caractéres culturaux des subcultures 
et le pouvoir antigéne vis-a-vis des sérums spécifiques complétaient, 
quand nécessaire, la détermination. Enfin le pouvoir pathogéne 
a lVégard de la femelle de cobaye a été étudié et fera l’objet d’une 
relation ultérieure. 

Tous les prélévements nous sont parvenus souillés, plus ou moins. 
Dans tous les cas, excepté un, ot. Vibrio foetus a été trouvé, nous 
avons pu l’isoler 4 1’état de pureté par filtration sur bougie L3 et 
généralement dans l’un des tubes dont la bougie était retirée aprés 
six, sept ou huit heures. L’une des souches polluées a été inoculée, 
par voie hypodermique, 4 une femelle de cobaye en gestation ; l’animal 
est mort deux jours aprés et, de l’exsudat utérin, on a isolé Vibrio 
feetus a l’état pur. 

Nos investigations ont porté sur un total de 76 prélévements ; elles 
nous ont permis d’isoler onze fois Vibro foetus. Nous ne tirerons aucune 
déduction de cette proportion car si les foetus, placentas et liquides 
vaginaux provenaient de vaches suspectes, les prélévements de sperme 
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et de liquide de lavage préputial, au nombre de 39, rentraient vrai- 
semblablement dans le cadre du contréle sanitaire des géniteurs males, 
lus. 
identification biochimique des vibrions isolés a été faite par notre 
collégue, J. Gallut, a la disposition duquel nous les avons mis et que 
nous remercions vivement ici. 
Nous avons résumé dans le tableau I l’essentiel de ces 11 observations. 


Tasieau I. 


Déce 1954 |VILLENEUVE-LA-GUYARD |Contenu stomacal d'un foetus 
(Yonne) 


Janve 1955 | FEUGERES Cordon ombilical 
(Manche ) 


Féve. 1955 COURTABOEUF Cerveau d'un foetus 
(Seine et Oise) 


Féve 1955 |ETREAUPONT Placenta 
(Aisne) 


Aofit 1955 Cordon ombilioal 
Oote 5 Liquide de lavage préputial 
(Vosges) 


Nove COURTABOEUF Placenta 
(Seine et Oise) 


Déoe HAUTMOUGEY kiucus vaginel 
(Vosges) 


Déo. LA GRANDE PAROISSE Cordon ombilical 
(Seine et Marne) 


Janve DOUNOUL Lochies d4'avortement 
(Vosges) 


Féve La GRANDE PAROISSE Testicule de foetus 
(Seine et iarne ) 


ConcLusion. — Nous avons isolé 11 souches bovines de Vibrio foetus 
a partir de produits pathologiques provenant de diverses régions de 
France : Seine-et-Marne, Seine-et-Oise, Aisne, Aube, Yonne, Manche et 
Vosges ; ces résultats confirment les constatations faites antérieu- 
rement ; il serait surprenant, qu’en s’étendant, les enquétes ne 
dépistent pas la vibriose dans beaucoup d’autres départements francais. 
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PASTEURELLOSE CHEZ DEUX RAPACES: 
L’AUTOUR ET L’'EPERVIER 


par A. VALLEE et B. VIRAT 
(aide-technique : M’* M. MANCIER). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale) 


La pasteurellose aviaire, trés répandue chez les gallinacés et les 
palmipédes domestiques, frappe aussi les oiseaux sauvages. Elle a été 
observée chez les passereaux, chez le canard sauvage, le ptarmigan, le 
cygne, la corneille, la chouette. Waddington trouve une pasteurelle 
chez un aigle découvert mort dans la steppe du Tanganyika [1], Hjarre 
chez un aigle du jardin zoologique de Stockholm [2]. O. Katz, cité par 
Truche, décrit une épizootie de pasteurellose sévissant en Australie, 
sur des oiseaux « du genre grand-duc » [3]. Nous venons d’observer 
la maladie chez deux autres rapaces : l’autour (Accipiter gentilis) et 
l’épervier (Accipiter nisus). 

Les deux oiseaux vivaient en captivité et étaient utilisés pour la 
chasse au vol. Le 30 septembre 1955, on sort l’épervier. En pleine 
forme, selon son maitre, il prend un pigeon aprés une « chandelle » 
spectaculaire. Le lendemain matin on trouve l’oiseau prostré sur son 
perchoir, plumes hérissées, yeux clignotants. Il refuse de boire et de 
manger. La respiration devient rapide et sifflante. La cavité buccale et 
les narines sont encombrées par une sécrétion visqueuse, jaundatre, 
4a odeur fétide rappelant celle de la colle de poisson. L’épervier meurt 
en fin de matinée. Il n’avait pas digéré la nourriture absorbée la 
veille. Pour employer l’expression des fauconniers, il avait « rendu sa 
gorge » durant la nuit. Les Iésions sont celles des septicémies hémor- 
ragiques ; le foie, particuliérement touché, montre de larges zones de 
dégénérescence. Une pasteurelle est isolée du sang du cosur, du foie 
et de la moelle osseuse. 

Le 12 décembre de la méme année, l’autour, jusque-la bien portant, 
se couche. Le 18 et le 14, il refuse sa nourriture. On observe les mémes 
symptémes que chez l’épervier : prostration, plumes hérissées, signes 
respiratoires. I] meurt le 15. L’intestin est hyperémié, le myocarde 
piqueté de pétéchies. Le foie hypertrophié est couleur de bronze ; sa 
surface porte quelques fausses membranes. Une pasteurelle est isolée 
du sang du cowur et du foie. 

L’étude des deux souches permet d’affirmer que, dans les deux cas, 
P. multocida est en cause. Leur pouvoir pathogéne est comparable : 
la culture en bouillon de vingt-quatre heures, inoculée par la voie 
intrapéritonéale, tue la souris 4 la dose de 1/1 000 000 de millilitre. Les 
cultures de vingt-quatre heures sur gélose-sérum ne révélent qu’un 
faible pourcentage de colonies fluorescentes et ces derniéres sont plutét 
mordorées que vertes. Il] n’y a donc pas toujours corrélation entre la 


660 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


fluorescence et le pouvoir pathogéne. D’autres avant nous l’ont d’ail- 
leurs constaté. La nourriture des deux rapaces était constituée essen- 
tiellement de tétes de poules, de tétes de canards ou de lapins livrées 
par un marchand ; on peut penser que la contamination s’est faite par 
l’intermédiaire d’une de ces tétes porteuse de pasteurelles. L’épervier 
a pu aussi étre contaminé par sa proie, le pigeon capturé et dévoré 
la veille de l’apparition des premiers symptoémes. Le passage de pas- 
teurelles dans l’organisme a pu étre favorisé par les érosions des 
muqueuses digestives : celles-ci doivent étre souvent lésées, les rapaces 
absorbant la totalité de la proie, os compris. 

En résumé, deux souches de P. multocida ont été isolées d’un autour 
et d’un €6pervier vivant en captivité, morts respectivement trois jours 
et un jour aprés l’apparition des premiers symptémes. Le renouveau 
de la chasse au vol en France remet a l’ordre du jour la pathologie 
des rapaces diurnes, qui jusqu’alors n’a fait l’objet que d’études trés 
somimaires dont on trouve mention dans les traités d’autourserie et 
de fauconnerie. 
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VIRULENCE EXPERIMENTALE D'UNE SOUCHE BANALE 
DE BACILLUS CEREUS FRANK. ET FRANK. 


POUR LES CHENILLES 
DE GALLERIA MELONELLA L. ET P/ERIS BRASSICAE 


par C. TOUMANOFF 
(avec la collaboration technique de M™*> MALMANCHE) 


(Institut Pasteur) 


Parmi les souches entomophytes de B. cereus certaines possedent 
dans leur cytoplasme les inclusions cristallines toxiques [4], dont la 
nature protéique a été établie récemment par Hannay et Fitz-James [4]. 

Il existe ainsi des souches de cereus entomophytes cristallophores et 
non cristallophores, les premiéres étant particuligrement virulentes 
pour les larves des Lépidoptéres. 

Certains auteurs considérent que toutes les souches entomophytes 
portant les inclusions cristallines devraient étre réunies sous la déno- 
mination spécifique de Bacillus thuringiensis Berliner [2, 5]. 

Nous avons essayé de reconnaitre si la virulence per os l’égard des 
chenilles d’un Lépidoptére pouvait étre conférée A un cereus banal et 
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saprophyte, et si ce germe se trouvait modifié aprés passage par le 
sang des chenilles employées pour provoquer sa virulence. 

Les expériences furent faites sur des chenilles de Galleria melonella L. 
gui, d’une part, sont trés résistantes aux infections per os par les 
bactéries aérobies sporogénes, y compris les souches cristallophores de 
cereus, et, d’autre part, se prétent bien aux injections de suspensions 
bactériennes. 

Des résultats positifs n’ont été obtenus, jusqu’ici, qu’avec une 
souche de B. cereus ordinaire provenant de la collection de i’Institut 
Pasteur et dont l’origine, d’aprés l’indication recue, était la contami- 
nation d’un bouillon (souche A 30). 

Cette souche présentait tous les caractéres de B. cereus Frank. et 
Frank. et fut au départ avirulente per os pour les chenilles de Galleria 
melonella L. 


Dans le but d’obtenir la virulence, les chenilles ont été inoculées dans 
la cavilé générale avec des suspensions épaisses de ce cereus, A raison 
d’environ 1/100° de centimétre cube d’une suspension de culture de vingt- 
quatre 4 quarante-huit heures, diluée dans 1 cm? d’eau physiologique 
stérile. 

Cette dose était toujours mortelle pour les chenilles et provoquait la 
septicémie. Aprés la mort des chenilles, nous procédions a Jlisolement 
du germe de leur cavité générale en brilant au préalable le tégument 
de fagon a éviter la contamination. 

Notons que Visolement des germes de Jintestin des _ chenilles de 
Galleria normales ne nous a jamais permis jusqu’ici d’obtenir des bacilles 
du groupe cereus et les chenilles utilisées pour nos essais étaient vigou- 
reuses et en trés bon état. Nous avons inoculé surtout des larves au 
quatriéme age. L’injection de Veau physiologique stérile aux chenilles 
témoins n’était pas mortelle. Si la mort survenait, trés rarement a4 la 
faveur d’un accident, elle s’accompagnait de la pullulation dans le sang 
de microcoques, mais non de bacilles. 

Les résultats de nos essais nous paraissent assez intéressants pour 
étre signalés sous une forme préliminaire. 

Nous avons constaté qu’au bout de 6 a 8 passages par le sang de 
Galleria, les cereus de la culture utilisée changeaient d’aspect. 

En effet, les bacilles de cette souche, au début du type cereus normal, 
dépourvus d’inclusions cristallines cytoplasmiques, ont montré, au 
bout du sixiéme passage par le sang de l’imsecte, des cristaux, qui, 
libérés des bdtonnets, se présentaient dans les vieilles cultures sous. 
formes d’inclusions irréguliéres, arrondies, carrées ou pyramidales. On 
observait également quelques cristaux rhomboides qui caractérisent les 
souches cristallophores, mais ceux-ci étaient plus petits que ceux des 
souches de thuringiensis, sotto.ou alesti et bien moins nombreux. — 

Nous avons éprouvé l’effet de ces cultures sur les chenilles de Galleria 
melonella per os en humectant la cire de suspension bacillaire (essais A) 
et avons effectué également un certain nombre d’essais (essais B) avec 
les cultures obtenues d’insectes morts au cours des essais A et de ceux 


qui ont suivi. 


Essais A ; Les essais de contamination des chenilles per os avec les 
cultures issues des passages par le sang des Galleria ont été effectués 
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dés la constatation dans les cultures de la présence des inclusions cris- 
tallines. 

C’est ainsi que nous avons utilisé surtout les vieilles cultures ot l’on 
observait le plus d’inclusions cristallines mises en liberté aprés la lyse 
bactérienne, mais aussi de nombreuses spores et formes végétatives. 


Les chenilles ont été placées dans des boites de Petri contenant envi- 
ron 10 ¢ de cire qui était humectée par une suspension hacillaire dense 
(une culture 4gée sur un tube de gélose, diluée dans 1 cm’ d’eau physio- 
logique), généralement par lots de 10 4 15 chenilles du troisiéme et qua- 
triéme age. Elles ne recevaient le supplément de nourriture que lorsque 
la cire contaminée était consommée ; il est cependant difficile d’affirmer 
que toutes les chenilles du quatriéme age ont mangé. La mortalité dans 
certains lots fut plus grande que dans d’autres. 

Dans l’ensemble, 95 chenilles ont été contaminées et la mortalité com- 
mengait au bout de quarante-huit heures, les derniéres mortes ayant été 
observées le quinziéme jour. 

Au total, 45 chenilles moururent en ce Japs de temps et chez toutes, 
nous avons observé une septicémie ; chez quelques pupes mortes les bac- 
téries n’ont pas été décelées. 

Les isolements des chenilles mortes ou présentant la septicémie ont 
permis d’isoler dans tous les cas B.* cereus. 

Toutes les chenilles témoins, nourries de Ja cire humectée d’eau physio- 
logique, restérent vivantes et se transformérent en chrysalides et papillons. 

La virulence de cette culture était éprouvée également sur Pieris bras- 
sicae, dont nous ne possédions, en automne dernier, que quelques 
chenilles. 

C’est ainsi que 9 chenilles recurent une vieille culture sur une 
feuille de chou humectée de suspension. Quarante-huit heures aprés, trois 
larves moururent, soixante-douze heures aprés 5 autres et le quatriéme 
jour, la dernicre était morte. 

Parmi les témoins, une seule mourut quarante-huit heures aprés l’admi- 
nistration de feuille de chou humectée d’eau physiologique ; les 8 autres 
sont restées vivantes. 

La présence de bacilles a été également décelée dans Je sang des 
chenilles. 


Essais B : Ces essais ont été faits avec la culture obtenue des chenilles 
mortes d’essais précédents, c’est-a-dire du premier passage du germe 
per os. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. A. — Forme végétative et quelques inclusions cristallines irréguliéres libérées 
des formes végétatives, dont une trés petite, ayant la forme rhomboide typique, 
et quelques pyramidales, Col. cristal-violet. Gr., 3 600 x. 


x 


Fic. B. — En bas et @ droite, une inclusion cristalline typique. 
Col. nigrosine. Gr., 3600 x. 


Fic. C. — L’ensemble des formes végétatives, dont quelques-unes pourvues 
de cristaux irréguliers ou pyramidaux. Col. nigrosine. Gr., 3 600 x. 


Fic. D. — Deux cristaux, rhomboide et pyramidal, photographiés 
au microscope électronique (ombrage au palladium). Gr., 1 4 = 18 mm. 
Toutes les photographies se rapportent 4 une souche banale de B. cereus ayant 
subi huit passages par le sang de Galleria. (Photomicrographies effectuées par le 
D® Fitz-James.) 
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Dans cette culture, les inclusions cristallines étaient au début peu 
nombreuses et difficiles 4 déceler, et pourtant elle s’est montrée viru- 
lente. Nous relatons ci-dessous les résultats des deuxiéme, troisiéme 
et quatriéme passages per os de notre souche par les chenilles de 
Galleria. 


I. Deuxiéme passage. (Culture provenant des larves mortes de l’essai A). 
Dans cet essai qui a porté sur 75 chenilles, 42 (56 p. 100), moururent dans 
un délai variant de vingt-quatre heures 4 un mois et toutes les chenilles 
mortes contenaient les bacilles dans le sang. Les témoins restérent tous 
vivants et se transformérent en papillons. 

L’isolement A partir des chenilles mortes a de nouveau permis d’isoler 
la souche de cereus et cette souche a été utilisée pour la contamination 
du troisiéme lot de chenilles. 

Cette souche, qui, aprés le premier passage ne présentait que peu de 
cristaux est redevenue, aprés le second passage, cristallophore et pourvue 
de cristaux rhomboides, bien développés et semblables & ceux de thurin- 
giensis ou sotto. 

II. Troisiéme passage. L’administration de cette souche résultant du 
deuxiéme passage per os a 39 Galleria, a provoqué la mort en l’espace 
de vingt-quatre heures & vingt jours de 24 chenilles et de 2 chrysalides. 
Ces chenilles présentaient une septicémie, mais les chrysalides étaient 
indemnes du germe. Aucune mortalité n’a été enregistrée chez les témoins. 

Ill. Quatriéme passage. La culture isolée de l’essai précédent n’a pu 
pour le moment étre éprouvée que sur 15 chenilles, dont 5 moururent 
en trois jours, 2 le septiéme et 2 le dix-huitiéme jour aprés le commence- 
ment de Vessai, 2 seulement restaient vivantes le vingt-quatriéme jour. 
Les témoins restérent vivants. 

En ce qui concerne Pieris brassicae, 9 larves ont été nourries de 
feuille de chou humectée de la culture isolée des chenilles de Galleria 
mortes de l’administration per os de la culture issue de huit passages -par 
le sang de Galleria et d’un passage per os (premier per os), 3 moururent 
en moins de vingt-quatre heures et 6 autres dans quarante-huit heures. 

L’administration de la culture résultant du deuxiéme passage per os sur 
Galleria faite également 4 9 chenilles a provoqué la mort de 8 d’entre elles 
en vingt-quatre heures et de la derniére en quarante-huit heures. Tous les 
témoins restérent vivants et furent conservés plusieurs jours. 


Il apparait ainsi qu’une souche ordinaire de B. cereus qui, admi- 
nistrée per os n’exercgait auparavant aucun effet sur les chenilles de 
Galleria melonella, a pu étre rendue virulente pour ces insectes par 
cette voie, aprés un certain nombre de passages par injection dans 
leur sang. Cette virulence s’est maintenue pendant plusieurs passages 
per os sur les chenilles de la méme espéce. Elle s’est montrée égale- 
ment virulente pour Pieris brassicae. 

Nous avons constaté que ce cereus banal, qui ne possédait pas- les 
inclusions cristallines caractérisant certaines formes de cereus entomo- 
phytes est devenue cristallophore aprés six passages par le sang des 
Galleria et la virulence acquise a coincidé avec l’apparition des cris- 
taux. Les cristaux qui sont apparus dans les formes végétatives furent 
d’abord, aprés les sixiéme et huitiéme passages par le sang, irréguliers 
et atypiques, ainsi que dans le premier passage per os, mais prirent 
aprés les passages suivants par la méme voie la forme typique observée 
chez B. cereus var. thuringiensis, var. sotto et var. alesti [4]. 
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La souche cristallophore obtenue se différenciait cependant de cette 
derniére variété par l’inaptitude A former le pigment dans la suspen- 
sion du jaune d’ceuf. 

Pathogéne pour Galleria melonella, elle se distinguait aussi de 
B. cereus var. thuringiensis (souche allemande regue du D* Steinhaus) 
et de la souche de B. cereus var. sotto virulente pour les vers 4 soie 
(recue du Japon) [7], qui toutes deux se sont montrées per 0s sans 
effet sur les chenilles de la fausse teigne, comme cela ressort de nos 
nombreux essais inédits avec ces germes. 

La virulence conférée & notre souche s’est donc avérée dans une cer- 
taine mesure spécifique, et cela donne 4 penser que diverses souches 
cristallophores ne devraient pas étre considérées comme une seule 
entité bactérienne, mais comme diverses formes adaptées au_parasi- 
tisme de certains hétes pour lesquels leur virulence a pu s’acquérir. 


En se basant sur les résultats de nos essais on pourrait se demander 
en effet, si dans les conditions naturelles, certains cereus banaux en 
pénétrant a la faveur d’une lésion intestinale ou tégumentaire dans le 
sang de l’insecte ne deviendraient pas cristallophores. 


Cette constatation concernant l’aptitude d’un cereus ordinaire 
i devenir virulent pour |’insecte et cristallophore aprés le passage par 
son sang, ne se rapporte pour le moment qu’A une seule souche et 
aux essais réalisés avec Galleria melonella L. Avec certaines autres 
souches les essais n’ont donné jusqu’ici que des résultats négatifs. 
Nous nous bornons a signaler ce fait, qui renforce ]’opinion exprimée 
antérieurement [6] qu’on ne saurait accorder aux inclusions cristallines 
des cereus entomophytes une valeur taxonomique, leur apparition dans 
les cellules de certains cereus pouvant étre obtenue expérimentale- 
ment (1). La possibilité de conférer la virulence &4 une souche de cereus 
ordinaire pourrait avoir, d’autre part, des conséquences pratiques 
intéressantes. 


(1) La culture du huitiéme passage de ce cereus par le sang de Galleria 
mélonella et celle résultant de son deuxiéme passage per os par le méme 
insecte ont été communiquées pour examen au Dr Fitz-James au Canada. 
Celui-ci nous a fait savoir que dans la premiére de ces cultures ont ét4 
constatés « des petits cristaux d’aspect parfait et d’autres corps d’aspect 
pyramidal et triangulaire qui pourraient étre des cristaux imparfaits ». 
Le Dr Fitz-James a constaté d’autre part que cette premiére culture ne 
poussait pas sur le milieu de Howie et Cruikshank qu’il utilise pour l’étude 
des inclusions cristallines. 

En ce qui concerne la deuxiéme culture, elle ressemblait beaucoup 
a B. thuringiensis, quant & l’aspect de ses cristaux et son aptitude de 
pousser sur le milieu de Howie et Cruikshank qu’elle a dai acquérir aprés 
le passage per os sur l’insecte. Le Dr Fitz-James et Miss Young se pro- 
posent de préciser la constitution chimique des inclusions cristallines 
observées dans ces cultures. 

Nous remercions le Dr Fitz-James pour son aimable et précieux concours 
qui confirme nos constatations. Ses observations, accompagnées d’excel- 
lentes photomicrographies, donnent des précisions quant A la position, 
Yaspect et les dimensions des inclusions cristallines dans le corps bacté- 


rien. Ce sont cinq de ces photomicrographies que nous présentons dans 
cette communication. 
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NOTES DE PHYSIOLOGIE BACTERIENNE. 
RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES 
ET ACTIVITE ENZYMATIQUE 
DES BACILLES TUBERCULEUX 
I. — UREASE 


par Jean DESBORDES, Errenne FOURNIER et Denise ALIX 


(Centre Hospitalier Emile Rouz-Brévannes [Service du D® Jean Parar] 
et Institut National d’Hygiéne [professeur Buenarp]) 


Depuis les récents travaux de Dubos, Middlebrook [5] et leurs nom- 
breux collaborateurs sur les enzymes des Mycobactéries, il semblait que 
Vapparition d’une résistance 4 VINH pouvait s’accompagner dune 
perte du pouvoir enzymatique d’autant plus importante que la résis- 
tance était plus marquée. 

C’est ainsi que Singer et Cysner [6], entre autres, ont signalé la 
perte de l’activité uréasique chez certains germes résistants a l’INH, 
tandis que Tacquet, Gernez-Rieux [3] et leurs collaborateurs trouvent 
le test encore positif chez le bacille de Koch résistant A la strepto- 
mycine. 

D’autres enzymes ont été étudiés. D’aprés les premiers travaux, on 
pouvait penser que la chute de l’activité catalasique, déja sensible pour 
une résistance & 5 ywg/cm* d’INH, devenait pratiquement totale pour 
une résistance de 50 ywg/cm* d’INH. 

Depuis, les recherches se sont multipliées, et cependant tous les 
auteurs ne semblent pas d’accord : pour les uns, cette perte de l’acti- 
vité catalasique n’accompagne pas automatiquement l’apparition de la 
résistance 4 1’INH ; pour les autres, il y a possibilité de formation de 
plusieurs mutants dans les germes INH-résistants, les uns conservant 
l’intégrité de leur équipement catalasique, les autres le perdant 
(Cohn) [4]. 

Il nous a donc semblé utile de reprendre systématiquement ces tra- 
vaux en partant des germes isolés 4 partir des expectorations de 
300 malades examinés au Centre Hospitalier E. Roux en 1954 et 1955. 
Chaque malade est examiné périodiquement ; si besoin est, il fait 
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Vobjet d’un tubage gastrique. Le produit de ce dernier, aprés homo- 
généisation, est ensemencé aprés recherche directe du germe (colora- 
tion A l’auramine et examen en fluorescence). Le nombre de cultures 
négatives, aprés un examen direct positif 4 la fluorescence, a toujours 
été trés faible, et la fréquence des expectorations contenant uniquement 
des bacilles non cultivables (appelés peut-étre imparfaitement bacilles 
morts) nous a semblé infime. 

La souche est isolée sur milieu de Léwenstein, puis homogénéisée 
en milieu de Dubos ensemencé avec des inoculats provenant de plu- 
sieurs colonies (afin d’éviter, autant que possible, la séparation de 
colonies de caractéres différents). 

Finalement la sélection des souches résistantes est opérée sur milieu 
solide de Lowenstein imprégné de doses croissantes d’antibiotiques. 
Chaque examen de crachats nécessite la manipulation d’une quinzaine 
de tubes de culture [2]. 

Nous avons étudié ]’équipement enzymatique par les tests a l’uréase 
et a la catalase. 2 

Nous présentons ici les résultats relatifs A l’uréase. 


TECHNIQUE. RECHERCHE DE L’UREASE. — Il s’agit d’une technique 
peu différente de celle de Ferguson. Nous nous sommes limités a ta 
mesure, grossiére certes, mais fidéle, de la variation du pH d’une solu- 
tion d’urée en présence d’un indicateur colorimétrique inactif sur le 
bacille, le rouge de phénol, au contact de germes prélevés sur 
Lowenstein. 

Ces mesures ont été pratiquées 4 37° a la sixitme heure et a la 
vingt-quatriéme heure, certaines modifications de pH s’effectuant trés 
lentement. 

Résuttats. — Les résultats complets relatifs a l’étude de l’uréase, 
concernant 100 cas, sont reproduits dans le tableau ci-joint. 


: § t ry 
: Réaction vis & vis des : Test uréasique global t 
2 antibiotiques : z 
t t : % par rapport 3 
t Streptomycine t I.N.H. 3 Résultat 2 aurreswltst iy 
: OY /ce 3 5 ¥ /¢c/ 3 t total t 
t t H : Hy 
z R. : s : + : 284% t 
t 3 t t 

t R. 2 s t - 3 12% : 
3 t H t 2 
3 3 Hy 3 t 
3 3 R H ? ry 20% : 
: t tie 2 3 
: R t t - : % t 
: 3 : : 

: 3 t : : 
3 t 3 + 3 24% 3 
t t : t t 
z s : : - : 8% t 
$ z t i : 
t : : + : (o/5 
t t t z $ 
: 8 : 2 = 4 8% t 
3 3 : 


R = souches résistantes. S = souches sensibles. 
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Rappelons que Gernez-Rieux et son école ont ‘signalé que le test 
a Vuréase était positif avec les souches H387Ra et H37Rv et Mycobacte- 
rium hominis résistants 4 1000 unités de streptomycine et avec le BCG, 
qu’il soit sensible ou résistant 4 1000 unités de streptomycine, alors 
que ce méme test était négatif avec des souches bovines, aviaires, 
murines, avec des bacilles chromogénes ou des bacilles d’animaux 
a sang froid. 

Les résultats que nous présentons ici confirment, tout au moins 
dans nos conditions expérimentales, les résultats déjé publiés : lorsque 
les germes sont sensibles 4 la streptomycine, l’acquisition d’une résis- 
tance & INH semble bien coincider avec une chute nette de l’uréase 
des Mycobactéries. 

Par contre, on peut étre surpris d’obtenir des résultats tout a fait 
opposés lorsqu’on a affaire 4 des germes résistants 4 la streptomycine. 
Les germes sensibles 4 INH sont bien en majorité uréase +, mais les 
germes résistants 4 INH ont conservé cette propriété. 

Signalons que les germes résistants au PAS avaient eu une activité 
uréasique notable. 

Enfin, nous ne pouvons que mentionner la concordance assez fré- 
quente : uréase — et catalase — chez les germes sensibles 4 la strepto- 
mycine et résistants a 1’ INH et au PAS, ce qui constitue, il faut l’avouer, 
une éventualité assez rare. 


Conctusions. — Il semble donc bien que l’acquisition de la résistance 
chez les Mycobactéries s’accompagne d’un certain nombre de modifica- 
tions dans la physiologie des germes, dont certaines peuvent s’exté- 
rioriser par des variations de l’activité enzymatique, en particulier la 
perte de certaines activités uréasiques. Mais le cas le plus fréquent qui 
se produit dans la pratique est celui de la résistance croisée en face 
de plusieurs antibiotiques, et des études complémentaires sont encore 
nécessaires pour élucider le mécanisme de cette chute d’activités enzy- 
matiques [4, 7]. 

Dans un prochain travail, nous étudierons la catalase. 
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NOUVELLE TECHNIQUE DE RECHERCHE 
DU BACILLE DE KOCH, PLUS SENSIBLE 
QUE LES PROCEDES OPTIQUES 
ET PLUS RAPIDE QUE LES PROCEDES BIOLOGIQUES 
« LHOMOCULTURE » 


(NOTE PRELIMINAIRE) 
par Fernanp TISON. 


[Sanatorium de Praz-Contant, (Haute-Savoie). | 


En faisant des voeux pour une standardisation des procédés de 
recherche du bacille tuberculeux [4] nous déplorions que les seuls 
procédés rapides (procédés optiques) soient relativement peu _ sen- 
sibles, méme effectués correctement [2]. 

Les procédés biologiques, par contre, longs et cotiteux, donnent une 
réponse trop tardive. Le clinicien doit faire un effort pour reporter le 
résultat, non A la date de lecture, mais 4 la date de prélévement. 

C’est pourquoi, depuis quelques années, nous nous sommes efforcé 
de mettre au point un moyen de recherche nettement plus sensible 
que les procédés optiques, mais dont le délai de réponse n’excéde pas 
une semaine. 


Principe. — Nous ne reviendrons pas ici sur les inconvénients pré- 
sentés par le raclage des « microcultures » sur le milieu solide (causes 
d’erreurs par excés dues 4 la présence de bacilles acido-résistants dans 
loeuf ; par défaut, du fait que le grattage est partiel, sans homo- 
généisation, etc.). Ces inconvénients n’existent pas sur le milieu 
liquide. Nos premiers essais consistaient & ensemencer des _ produits 
non traités par la soude sur des milieux variés rendus « sélectifs » 
par la pénicilline, les sulfamides, etc. Les souillures étaient la rdgle, 
et Lhomogénéisation nulle. 

C’est l’étude des tensio-actifs [8, 4, 5] qui nous amena A une. 
technique simple, rapide et peu cofiteuse, qui permet d’éliminer suffi- 
samment longtemps la prolifération des germes indésirables et d’obte- 
nir une excellente homogénéisation sans nuire au bacille de Koch. 


TecuniguE. — 1° Dans un récipient, mettre 2 ml de crachats, 
recueillis directement ou par tubage gastrique (prélever les parties 
purulentes, sil y a lieu). Y mélanger 3 ml du réactif stérile : 


Teepol © oc. 5 ois sine cleus tte Gssiaye ens telthercere oestrone 25 
Soude, pure sen sipastillesieorrocin.seeee- octet ae 1 
Eau 
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et verser, seulement ensuite (1) dans un tube A centrifuger stérile, 
bouché a vis, de 50 ml au moins de capacité, et marqué au nom du 
malade. 

2° Agiter une demi-heure, sur agitateur de Kahn modifié [4]. 

3° Neutraliser et diluer avec la solution stérile : 


Helden sulhuicies yy OOO ID! see stele sieves ena) «i crs cies srerenste ¢ ) ofoia 0,90 
POuULp rer dem bromocresOlel/ 200 mec oe menial ccne occ omeees 1 
iatieg CUS UiL Lee m eee eacceten crtet ose a ras ote hale wate baes Q. Ss. 1000 


Si les tubes a centrifuger sont trés grands, il y a avantage A dimi- 
nuer la quantité d’acide en proportion (2). 

Verser stérilement jusqu’A apparition de nuages jaunes au sein de 
la coloration bleue. Un virage au jaune serait témoin d’un dépasse- 
ment vers l’acide [9]. 

4° Centrifuger & 3000 tours, une heure, et décanter. Ajouter 5 ml 
de milieu de Youmans contenant 6,5 microgrammes de vert malachite 
par millilitre. Agiter et porter a l’étuve a 87°. 

5° Lecture : le huitiéme jour, remplir le tube, en complétant a l’eau 
distillée stérile pour abaisser la densité et diluer l’albumine. Centri- 
fuger une heure, a 5 000 tours. 

Etaler, fixer, colorer au Zhiel. 


Résumé. — a) Homogénéisation au teepol-soude. Lavage. Centrifu- 
gation. 

b) Culture liquide dans le méme tube. 

c) Centrifugation, coloration huit jours aprés. 


Le culot est réduit, et n’a pas avantage 4 étre trop étalé. La 
décoloration doit étre trés poussée en tube de Borel, et minutée- [4]. 
Il convient d’étre trés exigeant sur les caractéres morphologiques et 
tinctoriaux. Ce procédé trés sensible n’a d’autre critére que ceux des 
procédés optiques. 

Nous avons par ailleurs [4] développé les « causes d’erreur en plus ». 
Nous y reviendrons dans une étude critique, spéciale 4 ce cas parti- 
culier. 

Nous n’insisterons pas ici sur les recherches qui nous ont amené a 
arréter ces modalités (temps d’agitation, dose de vert malachite, durée 
d’étuvation, etc.) pour en arriver aux résultats. 


Résutrats. — Si, par expérience, des crachats positifs sont ense- 
mencés, la prolifération est facilement vérifiée. Des amorces de mous- 
taches et circonvolutions se manifestent. Si ]’étuvation est prolongée 
quinze jours, le microscope, A l’objectif a sec, les met rapidement en 
évidence. 

Aprés une période de mise au point, nous avons, en clinique, fait 
porter nos 131 premiers essais sur des malades ayant été positifs et 
étant devenus négatifs dans les mois qui précédaient. La statistique 


(1) Si le mélange était fait dans le tube a centrifuger, des souillures 
persisteraient, non touchées par le teepol. 

(2) Ces réactifs sont les mémes que ceux utilisés pour la culture sur 
milieu de Jensen, et font double emploi. 
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n’a donc ici pas de valeur. Ce que l’on peut en conclure, c’est que, 
dans 71 cas, l’homoculture a, de nouveau, mis en évidence des bacilles 
chez des malades devenus négatifs & tous les examens optiques qui 
ont précédé et suivi. Naturellement une homogénéisation classique a 
été faite en paralléle et a été négative. Dans la majorité des cas, le 
culot a été examiné avant addition du Youmans, pour vérifier l’ab- 
sence de bacilles visibles au microscope. 

L’homoculture est nettement plus sensible que les examens optiques 
les plus poussés. Les médecins en sont ici tellement convaincus qu’ils 
ont introduit dans la routine, cet examen qui donne sa réponse en 
une semaine. 

Ceci nous donne l’occasion de faire une étude clinique comparative 
avec les autres procédés. 


Discussion. — La lecture au microscope peut donner deux ordres de 
résultats : : 

1° Les bacilles sont nombreux, en amas, ou en « cordes ». Il 
s’agit d’une amorce de culture. 

L’objectif & sec permet le repérage rapide de ces amas dont les 
caractéres seront précisés ensuite & l’immersion ; les individus isolés, 
en bordure, permettent l’identification. 

2° Les bacilles sont rares, isolés, et demandent a étre recherchés 
avec patience, a l’immersion. Méme un séjour plus prolongé 4 l’étuve 
n’apporte pas un enrichissement plus grand. 

S’agit-il de bacilles cyanophiles déjé présents mais devenus acido- 
résistants dans le milieu de culture ? [7, 8]. Ils seraient alors mis en 

évidence, méme non végétables ni virulents [42]. 

' Les souillures apparaissent quelquefois tardivement dans le milieu 
liquide, malgré les précautions prises [40]. C’est que la dose de vert 
malachite a été étudiée pour freiner le moins possible le bacille de 
Koch (une dose cing fois supérieure est encore tolérée). La présence 
de ces indésirables n’inhibe pas (8), les premiers jours, le dévelop- 
pement des mycobactéries, mais elle peut, dans certains cas, provo- 
quer l’arrét de la végétation aprés une semaine d’étuve. Cet incon- 
vénient est minime et ne doit pas étre év'té au prix d’une baisse de 
sensibilité de la méthode (Le repiquage pour étude de la souche 
demande alors un traitement nouveau). 


Sensipmuir£é. — Elle se révéle dés maintenant comme trés grande, 
parfois supérieure aux procédés biologiques classiques, peut-étre 
parce que des bacilles humano-dépendants [42] non végétables, peu- 
vent ici étre mis en évidence, et parce que la dose d’antiseptique du 
milieu de culture est moins forte que dans les milieux classiques, 
parce que, enfin, les microcultures sont homogénéisées. 


(3) Nos premiers essais avec sulfamide ou pénicilline nous avaient 
confirmé ce fait. Il y a des souillures indifférentes, d'autres inhibantes 
certaines sont favorisantes. De toutes facons, méme si les homocultures 
souillées peuvent étre positives, il y a intérét & manipuler avec le plus 
grand soin, pour éviter les indésirables. 
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L’étude se poursuit. Cette technique simple, rapide, peu cou- 
teuse (tout se passe dans un seul tube) et peu encombrante doit rendre 
de gros services. 

Elle vient 4 son heure, & une époque ow les traitements appliqués et 
les modifications biologiques du bacille viennent compromettre le 
succés des procédés classiques [41] et ot il est habituel de dire que 
les malades ne « crachent plus de bacilles ». 
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UNE METHODE RAPIDE DE RECHERCHE 
DE LA TRANSFORMATION DE LA L-PHENYL-ALANINE 
EN ACIDE PHENYL-PYRUVIQUE 


par F. BEN HAMIDA et L. LE MINOR 


(Institut Pasteur, Centre des Salmonella, et C. N. R. S.). 


Nous rapporterons dans cette bréve note la méthode rapide que 
nous employons depuis plusieurs mois dans notre laboratoire. Il 
s’agit simplement d’une modification technique qui présente un 
intérét pratique dans le dépistage des Proteus et surtout des Pro- 
videncia, 

Bernheim et collaborateurs [1] ont montré, en 19385, que les Pro- 
teus possédaient un enzyme capable de provoquer une désamination 
oxydative de certains acides aminés, entre autres la L-phényl-alanine. 
Cette réaction fut étudiée plus en détail en 1938 par Henriksen et 
Closs [7], qui démontrérent que le produit final de la réaction était 
Vacide phényl-pyruvique. Stumpf et Green [44] ont confirmé le pro- 
cessus de désamination oxydative des L-acides aminés. C’est en 1950 
que Henriksen [6] a montré l’intérét pratique que pouvait présenter 
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cette réaction pour le diagnostic des Proteus. Singer [44] en 1953, 
montra le premier que les Providencia possédaient le méme enzyme, 
et suggéra de grouper ces deux genres de la famille des Entéro- 
bactériacées. L’intérét de cette réaction fut confirmé par Singer et 
Bar-Chay [42], Buttiaux et coll. [2, 3], Clarke et Shaw [5], Shaw et 
Clarke [40], Clarke [4]. Proom [8] mentionne cette réaction dans un 
article relatif A la place des Providencia dans la classification. 

Diverses méthodes ont été employées pour mettre en évidence la 
production d’acide phényl-pyruvique. Certaines sont lentes, nécessi- 
tant vingt-quatre heures [3, 6], quatre heures [2, 7, 14], une heure 
au bain-marie 4 37° [40]. 

A la suite de la publication de Singer et Volcani [43], qui utilisent 
l’agitation pour la recherche de la désamination oxydative du trypto- 
phane, nous avons employé cette technique pour la recherche de la 
transformation de la L-phényl-alanine en acide phényl-pyruvique. 
Elle nous a donné, lors des premiers essais portant sur une cinquan- 
taine de souches identifiées, des résultats identiques & ceux des 
méthodes lentes et présente deux avantages : rapidité (dix minutes) et 
persistance de la coloration aprés addition de chlorure ferrique (au 
minimum une heure trente), alors qu’avec séjour a l’étuve ou au 
bain-marie de une heure, la positivité ne se maintient que quelques 
secondes. 

Il est essentiel d’employer la L-phényl-alanine, la réaction étant 
négative quand on emploie la D-phényl-alanine. Ceci confirme les 
résultats de Bernheim et coll. [4]. 


Mérnope. — Réactifs : 1° Culture de dix-huit heures sur bouillon 
eélosé de la souche a 1]’étude. 
2° Solution de L-phényl-alanine a 0,5 p. 100. 


L-phéniyl-alamine: sq. sce ticeatece Deyn etal tate  eee 50 mg 
Eau distillée 41.552...4: haat Sot ads stn eee Saree tome ae es 10 cm3 


Stériliser & Vautoclave 4 105°, trente minutes. Conserver la solution 
a + 4°. 

3° Solution de phosphate-tampon pH : 6,8. 

a) Solution de phosphate acide de potassium PO,H,K M/5 (27,2 ¢ 
par litre). 

b) Solution de soude M/5 (soude en pastilles : 8 g par litre). Pour 
préparer la solution tampon de pH 6,8, ajouter 50 cm? de la solution 
de phosphate M/5 a 23,6 cm® de la solution de soude M/5. Stériliser 
4 Vautoclave 105°, trente minutes. Conserver la solution 4 + 4°, 

4° Solution de chlorure ferrique ou perchlorure de fer. Diluer la 
solution officinale (26 p. 100) Codex, au tiers dans de l’eau distillée. 


Tecunigur. — Dans un tube a hémolyse, mettre : 

IV gouttes de la solution de L-phényl-alanine. 

IV gouttes de la solution tampon 6,8. 

Y faire une suspension épaisse (une pleine anse) de la culture sur 
gélose de dix-huit heures. On agite dix minutes A lagitateur de 
Kahn, 4 la température ordinaire et l’on ajoute ensuite I goutte de la 
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solution de perchlorure de fer : il apparait, en cas de positivité, une 
coloration verte intense, immédiate. 

En utilisant le milieu urée-tryptophane de Roland, Bourbon et 
Szturm [9], la méme méthode d’agitation peut présenter un intérét 
pour la mise en évidence rapide d’une uréase ou de la production 
d’indol. 


Résumé. — Description d’une technique simple et rapide (dix 
minutes) de la mise en évidence de la transformation de L-phényl- 
alanine en acide phényl-pyruvique, utilisant l’agitation sur un appa- 
reil de type Kahn. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans_ les 


Annales de l'Institut Pasteur : 


La synthése du glycogéne in vitro par des polynucléaires 
sanguins. Mise en évidence de facteurs favorisants et inhi- 
biteurs, par S. Bazin, A. Detaunay et M. HEnon. 


Les épreuves dites « biochimiques » (actions enzymatiques et 
résistance a des agents inhibiteurs) pour l’identification des 
streptocoques. I. Méthodes. II. Résultats. III. Interprétation, 


par R. Want et P. Meyer. 


Contribution a 1’étude des pyocines, par Y. Hanon. 


Etude des effets humoraux de l’adrénaline, par M. Greryer et 
G. SANDOR. 
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LIVRES REGUS 


H. MclIlwain. — Biochemistry and the central nervous system. 1 vol., 
272 p., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1955. Prix : 40 shillings. 


Cet ouvrage est basé sur les cours et les recherches expérimentales 
de l’auteur & ]1’Université de Londres. Il étudie successivement le méta- 
bolisme du cerveau in situ, sa composition chimique, le métabolisme 
des tissus cérébraux, la glycolyse, les rapports entre acides aminés et 
activité cérébrale, les lipoides du cerveau, le rdle des enzymes, de 
l’acétylcholine, de la sympathine, celui des dépresseurs et des stimu- 
lants du systeme nerveux central, etc. Une bibliographie fait suite a 
chacun des chapitres et, en outre, une table trés compléte des auteurs 
cités se trouve, ainsi qu’un index analytique, 4 la fin du volume. 

ele. “it 


Biochemistry of the developing nervous system. 1 vol., 5387 p., Academic 
Press Inc., édit., New-York, 1955. Prix : $ 11,50. 


Il s’agit de la publication des communications (au nombre de 44) 
qui ont été présentées au I* Congrés International de Neurochimie, 
qui s’est tenu a Oxford, en Angleterre, du 138 au 17 juillet 1954. 
L’ouvrage est divisé en six parties : 1° Ontogénie morphologique et 
fonctionnelle du systéme nerveux central. 2° Composition chimique 
du systéme nerveux en voie de développement. 3° Dynamique de la 
biochimie du systéme nerveux en voie de développement. 4° Différen- 
ciation enzymatique et ses rapports avec la fonction. 5° Chimie cellu- 
laire. 6° Facteurs intrinséques et extrinstques du développement du 
systeme nerveux. Chaque communication est suivie des discussions qui 
Vont accompagnée. Le livre ne comporte pas de véritable bibliographie, 
mais une liste alphabétique de tous les auteurs cités. 

Hoek. 


S. Riccardo. — La microbiologia e suoi rapporti col terreno e con le 
industrie rurali. 1 vol., 614 p., 76 fig., Arti Grafiche della Torre, 
édit., Portici, 1955. 


L’ouvrage constitue un cours complet de microbiologie générale, 
pédologique et industrielle. Il est divisé en trois parties. La premiére 
est un rappel des notions de bactériologie générale (étude des diffé- 
rents microbes et champignons, étude des enzymes) ; la seconde est 
consacrée 4 la pédologie et est particulitrement développée (étude de 
la décomposition des substances organiques du sol et des principaux 
organismes qui la provoquent, nitrification, dénitrification, épuration 
des eaux usées, écologie des microorganismes, applications pratiques de 
la pédologie) ; la troisiéme concerne les applications de la. microbiologie 
a Vindustrie (microbiologie des laits, sélection des ferments pour les 
fromages, conservation des fourrages, fermentation de la biére, du vin, 
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du pain, maladies du vin, production de vitamines par les _bac- 
téries, etc.). Le livre comprend plusieurs tableaux qui résument de 
fagon parlante des notions diverses. 

He Th: 


Jean Coudert. —- Guide pratique de mycologie médicale. 1 vol., 364 p., 
8 pl. et tableaux. Masson, édit., Paris, 1955. Prix : broché, 5 200 fr. ; 
cartonné toile, 6 000 fr. 


L’auteur a voulu présenter un livre d’utilisation courante, destiné 
aux médecins biologistes ou cliniciens, aux laboratoires et A tous ceux 
qui s’intéressent aux champignons pathogénes. Sous une forme pra- 
tique et condensée, il donne les directives essentielles pour isoler et 
étudier les espéces rencontrées chez homme. Un tableau récapitulatif 
résume d’abord les syndromes cliniques, les prélévements a faire, les 
examens 4 entreprendre, les espéces le plus souvent rencontrées, etc. 
Une premiere partie est consacrée aux techniques particuliéres 4 la 
mycologie médicale. Le diagnostic systématique est étudié dans la 
seconde partie. On trouvera dans la troisitme une description métho- 
dique de 450 espéces pathogénes ou décrites comme telles. Un index 
alphabétique groupe prés de 1500 noms et un lexique précise le sens 
exact des termes techniques. Des planches permettent de compléter, 
sous forme de schémas, certaines définitions morphologiques. 


J. Errera. — Chimie physique nucléaire appliquée. 1 vol., 226 p., 
69 fig. Masson, édit., Paris, 1955. Prix : 2 100 fr. 


Cet ouvrage est divisé en deux parties. Dans la premiére on trou- 
vera, aprés un rappel des notions générales sur l’atome, le noyau et 
les réactions nucléaires, une étude détaillée des réactions de fission et 
de fusion nucléaires. Cette premiére partie se termine par une bréve 
revue des réacteurs nucléaires et de la production d’énergie utilisable 
soit pour suppléer aux autres combustibles, soit comme moyen de 
destruction. La seconde partie groupe l’ensemble des applications 
phlysico-chimiques des radiations nucléaires et les techniques néces- 
saires pour les utiliser : détection des radiations, unités de mesure, 
préparation des radio-isotopes et précautions 4 prendre pour leur utili- 
sation. Enfin, une série d’exemples concrets, présentant un intérét 
technique spécial, termine cette derniére partie. 

lel, At, 


L. Binet, F. Bourliére et coll. — Précis de Gérontologie. 1 vol., 554 p., 
183 fig., Masson, édit., Paris, 1955. Prix : broché, 3800 fr ; car- 
tonné toile, 4 500 fr. 


Ce volume constitue le premier traité de langue francaise sur cette 
branche nouvelle de la médecine et de la biologie humaine qu’est la 
gérontologie, science des multiples aspects du vieillissement de l’orga- 
nisme vivant. 

Pour la premiére fois, 21 spécialistes francais ont réuni leurs efforts 
pour faire le point des problémes biologiques, médicaux, psycholo- 
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giques, démographiques et économiques, que pose le vieillissement 
accéléré de Ja population. 

L’ouvrage se termine par deux chapitres traitant de problémes géné- 
raux de thérapeutique. Chacune de ces mises au point est suivie d’une 
bibliographie. Hee: 


R. Chaussinand. — La Lépre. 2° édit., 1 vol., 312 p., 180 fig. dont 18 en 
couleurs, 10 tableaux. Expansion Scientifique Frangaise, édit., 
Paris, 1955. Prix: 3 800 fr. Mn, 

Cette seconde édition représente une refonte complété de 1l’ouvrage. 
Tous les chapitres ont été modifiés et développés. Certaines matiéres, 
telles que la bactériologie, l’immunologie, 1’épidémiologie, la théra- 
peutique, sont traitées d’une facon plus approfondie ; le chapitre de 
la prophylaxie, en particulier, a bénéficié des progrés considérables 
réalisés au cours de ces derniéres années et des données que l’au- 
teur a pu lui-méme recueillir depuis 1950, au cours de nombreuses 
missions en Europe, Afrique et Amérique. L’ensemble du volume 
conserve cependant le caractére essentiel qu’avait voulu lui donner 
son auteur: celui d’un instrument de travail pratique ot le méde- 
cin puisse trouver les derniéres acquisitions en ce qui concerne les 
données cliniques, la classification des formes principales de la lépre, 
les moyens de diagnostic et de thérapeutique. L’ouvrage est divisé 
en plusieurs parties qui, aprés une étude historique de la question, 
étudient successivement le bacille de Hansen, les lépres des animaux, 
puis ]’étiologie, l’immunologie, la clinique, la sérologie, le diagnostic, 
1’épidémiologie, la prophylaxie et la thérapeutique de la maladie 
humanie. 

Dans l’appendice, on trouvera les détails des différentes techniques 
de coloration, celle de la recherche du bacille dans les préparations 
histologiques, puis une bibliographie et un index alphabétique trés 
détaillé des sujets étudiés. 

Ce livre, rédigé avec le plus grand soin par un léprologue averti, et 
abondamment illustré, sera précieux pour tous les médecins fran- 
cais ou étrangers qui, dans les divers pays du monde, auront & 
étudier la maladie. isles the 


M. Florkin et G. Duchateau. — Cent manipulations biochimiques 
simples. 2° édit., 1 vol., 116 p., 6 fig. Editions Desoer, Liége, et 
Masson et C®, Paris, 1955. Prix : 1 000 fr. 


Ce petit manuel s’adresse 4 des débutants et constitue, d’aprés ses 
auteurs eux-mémes, une « simple introduction A la pratique du 
rudiment biochimique ». Il est complété par une Introduction aux 
principes et aux instruments de titrimétrie, qui décrit les principaux 
instruments et réactifs utilisés en biochimie. La seconde édition actuel- 
lement présentée a été revue et augmentée de plusieurs. rubriques. 


Heed: 


Le Gérant : G. Masson. 
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